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RIASSUNTO 
 
Introduzione: Gli occhi sono gli organi della visione e l’integrità della superficie oculare 
esterna è fondamentale a tal fine; per questo è importante che il film lacrimale sia 
quantitativamente e qualitativamente adeguato  e il deterioramento di questo sistema viene 
indicato col termine “sindrome da occhio secco”. Nonostante i sintomi siano comuni alla 
maggior parte dei pazienti affetti, le cause della sua insorgenza possono essere molto varie. 
Alla base della patologia concorrono fattori quali l’ambiente, l’età, il sesso, l’uso di lenti a 
contatto e l’assunzione di alcuni tipi di farmaci che inducono nel soggetto una iperosmolarità 
e un processo infiammatorio. 
La ricerca oftalmologica  in questo settore ha portato alla produzione di gel o lacrime 
artificiali con azione diluente, di volume, stabilizzante, correttiva e nutritiva. 
Scopo della ricerca:  Lo scopo del mio studio è stato appunto quello di dare una valutazione 
quantitativa e qualitativa di una nuova formulazione di lacrime artificiali, denominata Xiloial, 
in un modello sperimentale di occhio secco e il suo ruolo nella riparazione delle lesioni 
associate alla sindrome dell’occhio secco.  
Materiali e metodi: Sono stati utilizzati 18 ratti maschi Wistar (Harlan, Italy) adulti sani con 
un peso di circa 250g ± 25g che sono stati randomizzati nei seguenti gruppi 
sperimentali:1.Gruppo controllo. 2.Gruppo Occhio secco. 3.Gruppo Occhio secco trattato con 
Xiloial.Tutti gli animali del Gruppo 2 e 3 sono stati sottoposti a condizioni sperimentali in 
grado di indurre l’occhio secco. 
 2
Nel dettaglio sono stati eseguiti tre cicli così composti:1.Iniezione intraperitoneale  di 
Atropina 4 mg/Kg e somministrazione topica di Xiloial (Gruppo 3); 2.Anestesia con Cloralio 
Idrato 8.5% ed esposizione ad un flusso continuo e costante di aria secca per 20 minuti; 3. 
Stop del flusso d’aria per 10minuti; 4. Esposizione ad un flusso continuo e costante di aria 
secca per 20 minuti; 5. Stop del flusso d’aria per 10minuti; 6. Esposizione ad un flusso 
continuo e costante di aria secca per 20 minuti; 7. Stop del flusso d’aria per 10minuti. 
 Tra la fine di un ciclo e l’inizio del successivo attendiamo 30 minuti.Gli animali del gruppo 3 
hanno ricevuto 2 gocce di Xiloial 6 volte al giorno per 5 giorni.  
Per la valutazione del film lacrimale sono stati utilizzati il Test di Schirmer 1 ed il Ferning 
Test prima dell’induzione dell’occhio secco, alla fine dei tre cicli e ai giorni 1, 2, 3 e 4 su 
entrambi gli occhi di tutti gli animali. 
Per valutare l’integrità corneale sono state utilizzate la marcatura con fluoresceina, per la 
comparsa di aree ulcerate e la marcatura con Lissamine Green, per le zone di necrosi cellulare 
sulla superficie corneale. 
L’esame corneale viene effettuato al giorno 1, 2, 3 e  4. Al giorno 5 gli animali sono stati 
sacrificati ed espiantate le cornee, per la valutazione istologica mediante colorazione con 
ematossilina-eosina e per la valutazione immunoistochimica del EGFR. 
Risultati: La valutazione del test di Shirmer e del Ferning Test evidenzia, un recupero 
qualitativamente migliore della lacrimazione e della composizione lacrimale nel gruppo 
trattato con Xiloial rispetto al gruppo Occhio secco. 
 La valutazione del test corneale con Fluoresceina e Lissamine Green, espresse come 
percentuale della superficie corneale interessata dalla lesione ulcerosa o necrotica, ha 
evidenziato una protezione dello Xiloial nei confronti del danno indotto dall’esecuzione dei 
tre cicli sopra descritti ed un recupero della lesione al termine del trattamento, rispetto al 
gruppo occhio secco. 
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 La valutazione istologica delle cornee evidenzia un processo flogistico acuto dopo 24 ore,ma 
risolvibile fisiologicamente nei termini del periodo sperimentale,tuttavia l’esame in immuno-
istochimica di EGFR presenta un aumento dell’espressione del recettore nei gruppi occhio 
secco e Xiloial anche se nel primo gruppo il recettore è localizzato soprattutto extracellulare 
mentre nel gruppo Xiloial si trova a livello intracellulare. 
Conclusioni: I test finora utilizzati hanno evidenziato non solo l’assenza di interazioni 
negative tra lo Xiloial e l’assetto fisiologico della congiuntiva-cornea, ma anche un recupero 
dai danni successivi ad una riduzione acuta della lacrimazione; è quindi possibile affermare 
che lo Xiloial può essere utilizzato vantaggiosamente nel trattamento dell’occhio secco. 
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ABSTRACT 
 
Introduction – The eyes are the organ of vision for this reason the integrity of the external 
ocular surface needs to be manteined safe; this also involves a proper tear films, because a 
reduction of its quantity or composition can bring to the development of the “Dry eye 
syndrome”, characterized by iperosmolarity and inflammation.. Although the symptoms are 
generally the same, different causes may induce this syndrome, for example environment, 
age, sex, the use of contact lenses and the drug consumption.  
The ophtalmologic research resulted in the production of gel or artificial tears which increase  
tear volume with a stabilising, corrective and nutrional actions. 
Purpose – The aim of this study was to evaluate the effects of a new formulation of artificial 
tear, called Xiloial, on the repair process of corneal ulcerative lesions in an experimental 
model of dry eye. 
Materials and methods – 18 Wistar male rats (Harlan, Italy) healthy adults weigthing 
250g±25g, were randomized in the following sperimental groups: 1. Control group; 2. Dry 
eye group; 3. Dry eye group treated with Xiloial.  
Dry eye was experimentaly induced in the animals of the group 2 and 3 using the following 
experimental protocol: 1) intraperitoneal injection of atropine 4mg/Kg and topical 
administration of Xiloial (group 3); 2) anaesthesia witch chloral hydrate 8.5% (350 µl/100 g 
body weight) and exposure to a continuous and constant  air flow for 20 mins; 3) stop the air 
flow for 10 mins; 4) exposure to a continuous and constant air flow for 20 mins; 5) stop the 
air flow for 10 mins; 6) exposure to a continuous and constant air flow for 20 minutes; 7) stop 
the air flow for 30 minutes before starting the next cycle.  
All the animales of groups 2 and 3 were exposed to the described cycle 3 times during the 
first day; the animal of group 3 received 2 drops of Xiloial 6 times a day for 5 days. 
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The evaluation of tear film was made by Schirmer Test 1 and Ferning Test on both eyes 
before starting the first cycle, at the end of 3 cycles and once a day at days 2nd, 3rd and 4th. 
To assess the corneal integrity were used Fuorescein, for the appearance of ulcerated areas 
and Lissamine Geen, for necrotic areas. The examination was made on 2,3,4 days. 
 At 4 days the animals were sacrificed and corneals sample collected for evaluation by 
histological staining with Eosin-Haematoxylin and for the evaluation immunohistochemistry 
of EGFR. 
Results – Using the Schirmer Test and the Ferning Test it was possible to observe that 
animals treated with Xiloial (group 3) have an improved recover of both tear secretion and 
composition with respect to the dry eye group (group 2). The corneal integrity evaluation tests 
(Fluorescein and Lissamine Green corneal staining)  expressed as a percentage of the corneal 
surface affected by ulcerative or necrotic lesion, revealed a protection of Xiloial against the 
damage caused by the three cycles described, and a reduced healing time of the lesion when 
compared to the group 2. The histological study highlights an acute inflammatory process 
after 24 hours, which physiologically decreases during the experimental period. However the 
examination of EGFR expression pointed out that the receptor, even if increased in both dry 
eye and Xiloial groups, was differently localized: in the group 2 it is primarily expressed in 
the intracellular level, while in the group 3 it is at extracellular level. 
Conclusion – The expermental model and the used tests highlighted the absence of negative 
interaction between the Xiloial and the conjunctiva-cornea structures. Furthermore, if was 
also evident an improved repairing process of the damage induced by tear reduction. It is 
possible to conclude that Xiloial can be successfully used in the treatment of the “Dry eye 
syndrome”. 
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1. ANATOMIA DELL’OCCHIO 
 
       1.1 GENERALITÀ 
L'occhio è un organo sferoidale, posto nella cavità 
orbitaria, protetto dalle palpebre e da altri annessi 
oculari. La sua funzione è quella di captare le 
radiazioni luminose provenienti dal mondo esterno 
e di trasformarle in impulsi nervosi utilizzati a scopi 
percettivi e riflessi. E’ costituito da tre membrane 
sovrapposte e dal nucleo del bulbo oculare (Fig 1). 
La membrana più superficiale è la tonaca fibrosa, che in un piccolo segmento anteriore, 
circolare, è trasparente e prende il nome di cornea; nella rimanente parte è opaca e si chiama 
sclera o sclerotica; le due zone sono separate da un solco anulare superficiale: il solco della 
sclera. All'interno della tonaca fibrosa è applicata la tonaca vascolare, ricca di vasi sanguigni, 
di pigmento scuro e di elementi muscolari lisci; ed è costituita, nella parte posteriore, dalla 
coroide e nell’anteriore, dall'iride. La più profonda delle tre membrane, la retina, è di natura 
nervosa e da essa origina il nervo ottico. La sua faccia posteriore prende il nome di parte 
ottica della retina, essendo responsabile della funzione visiva; la parte anteriore, invece, non 
contiene cellule nervose, non partecipa alla formazione del nervo ottico e prende il nome di 
parte cieca della retina [G.Chiarugi, 1997]. 
All'interno del globo oculare, fra la cornea e l'iride, si trova la camera anteriore riempita di 
umor acqueo, un liquido trasparente, incolore, senza elementi morfologici tranne rari linfociti 
e secreto dall'epitelio dei processi ciliari e dell'iride. Dietro l'iride e la pupilla, è posto il 
cristallino un corpo trasparente e biconvesso connesso con la regione ciliare.
Fig 1: occhio umano visto posteriormente 
[http://fc.units.it/ppb/visione]
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Tra l'iride, il corpo ciliare ed il cristallino e comunicante con la camera anteriore, si trova la 
camera posteriore, occupata dal corpo vitreo, gelatinoso, incolore e trasparente [G.Chiarugi, 
1997].  
 
1.2 LA TONACA FIBROSA DELL'OCCHIO 
La tonaca fibrosa dell’occhio è principalmente costituita da una parte posteriore, la sclera e da 
una anteriore, la cornea (Fig 2) [Giunchi G., 1986]. 
 
La sclera. Costituisce i cinque sesti 
posteriori della tonaca fibrosa, è bianca, 
opaca e costituita da differenti fasci di 
fibre:  
• connettivali, che decorrono in 
direzione meridiana ed equatoriale. 
• elastiche e tendinee, che decorrono 
lungo i fasci connettivali [Giunchi 
G., 1986]. 
 
La cornea. Appare come una calotta sferica, trasparente che riflette gli oggetti del mondo 
esterno, non vascolarizzata (Fig 2). Presenta una superficie anteriore con estensione e 
curvatura alquanto minore di quella posteriore; fa parte dell'apparato diottrico dell'occhio con 
un potere convergente di 41-45 diottrie [Trent D.Stephen., 2005]. 
E’ composta da un connettivo denso irregolare, con fasci di fibre collagene disposti 
ortogonalmente tra uno strato e l’altro, fibre elastiche e proteoglicani. 
Fig 2:anatomia delle tonache dell’occhio 
[http://fc.units.it/ppb/visione]
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Il connettivo è rivestito esternamente da un epitelio pavimentoso pluristratificato, mentre 
internamente si trova un epitelio pavimentoso semplice [Trent D.Stephen., 2005].  
L’epitelio pavimentoso pluristratificato  presenta strati multipli di cellule che risultano essere 
cubiche negli strati basali  e progressivamente si appiattiscono verso la superficie. E’ di tipo 
non cheratinizzato per cui le cellule di superficie presentano nucleo e citoplasma.  
Assolve funzioni di protezione contro abrasioni ed infezioni; l’epitelio pavimentoso semplice 
presenta un singolo strato di cellule appiattite, spesso a forma esagonale. Assolve funzioni di 
diffusione, filtrazione, un certo grado di protezione contro la frizione, secrezione ed 
assorbimento[Trent D.Stephen., 2005]. 
La cornea risulta trasparente per la minore presenza di fibre collagene di grandi dimensioni, 
unita ad una maggiore presenza di fibre collagene di piccole dimensioni e dei proteoglicani. 
Inoltre, la bassa percentuale di acqua presente nella cornea favorisce la diminuzione di 
volume dei proteoglicani che non interferiscono con il passaggio della luce attraverso la 
matrice [Trent D.Stephen., 2005]. 
 
1.3  LA TONACA VASCOLARE DELL'OCCHIO (UVEA) 
La tonaca vascolare dell’occhio è costituita da una parte anteriore, l’iride, da una porzione 
intermedia, il corpo ciliare, e da una membrana posteriore, la coroide (Fig 2). 
 
L’ iride. Appare come una lamina circolare con un foro centrale (pupilla), è posta circa 1mm 
dietro la cornea e si dirige trasversalmente sul piano frontale. La faccia anteriore è visibile 
attraverso la cornea e presenta una colorazione variabile; la faccia posteriore è applicata sul 
cristallino in vicinanza del margine pupillare, è scura e delimita la camera posteriore.  
L’iride è formata da: l'endotelio, lo stroma, con il muscolo sfintere della pupilla, e l'epitelio, 
con il muscolo dilatatore della pupilla [Pasqualino A et al., 2002].  
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Il corpo ciliare. Fa seguito all'iride e si estende fino alla coroide, da cui è separato dall’ora 
serrata. Il suo spessore aumenta da dietro in avanti ed è composto da un segmento posteriore, 
l’orbicolo ciliare, da uno anteriore, la corona ciliare, e dal muscolo ciliare che occupa la parte 
antero-esterna (anello prismatico triangolare, serve per l'accomodazione) [G.Chiarugi, 1997].  
 
Coroide. E' una membrana a forma di sfera cava, che si estende dall'entrata del nervo ottico 
all'ora serrata, in continuità col corpo ciliare. Presenta un epitelio pigmentato che assorbe i 
raggi luminosi che attraversano la retina, impedendone la riflessione sulla sclerotica.  
E’ costituita da quattro strati: la lamina sovracoroidea; la lamina vascolare; la lamina 
coriocapillare; la lamina basale e lo strato sovracapillare di Smirnow [Azzali et al.,1995]. 
 
1.4  LA RETINA  
La retina è la porzione deputata alla captazione degli stimoli luminosi, e risulta la più interna 
delle membrane che formano le pareti del globo oculare e si estende dal punto di entrata del 
nervo ottico fino al margine pupillare dell'iride. Per la sua origine, per la struttura della sua 
parte principale e per le sue connessioni con il nervo ottico, deve essere considerata di natura 
nervosa. Può essere suddivisa in due parti: 
1. la zona posteriore o parte ottica, che si estende dall'entrata del nervo ottico fino all'ora 
serrata e che è costituita da un foglietto interno (funzioni visive) e da un foglietto esterno 
(cellule epiteliali ricche di fuscina); Il foglietto interno, posto sull’epitelio pigmentato è noto 
con il termine di Retina propriamente detta; è un disco biancastro, insensibile alla luce. Una 
sua piccola regione prende il nome di macula lutea che centralmente presenta una fossetta, la 
fovea centrale, dove la retina è molto sottile [Martini et al., 2003]. 
2. la zona anteriore o parte cieca, costituita dalla parte ciliare, aderente al corpo ciliare, e 
dalla parte iridea, aderente all'iride [Pasqualino A et al., 2002]. 
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1.5 L’APPARATO DI PROTEZIONE DELL’OCCHIO 
L’apparato di protezione dell’occhio comprende le palpebre, la congiuntiva e l’apparato 
lacrimale [Pasqualino A et al., 2002]. 
 
Le palpebre. Pieghe della pelle che ricoprono anteriormente il bulbo oculare, delimitando la 
rima palpebrale. Sono costituite da più strati, che in senso antero-posteriore sono: la pelle, il 
connettivo sottocutaneo col muscolo orbicolare dell'occhio, lo strato fibroso, ed uno strato 
muscolare a cellule lisce [Pasqualino A et al., 2002]. 
 
La congiuntiva. E’ una membrana mucosa, di derivazione ed in continuazione con la cute, 
che riveste la faccia posteriore delle palpebre e la parte anteriore dell'occhio. Forma il sacco 
congiuntivele, in cui scorrono le lacrime, chiuso quando le palpebre si toccano, e comunicante 
con l'esterno, quando non si toccano. E’ suddivisa in: tonaca congiuntivale delle palpebre; 
tonaca congiuntivale del bulbo; fornice congiuntivale superiore ed inferiore. 
E’ strutturata in diversi strati che dal più esterno al più interno sono: epitelio di rivestimento; 
tonaca propria della congiuntiva; tessuto sottocongiuntivale; ghiandole lacrimali accessorie, 
sparse nel fornice congiuntivale (ghiandole di Krause) e nella congiuntiva palpebrale 
(ghiandole di Ciaccio); ghiandole tubulose [G.Chiarugi, 1997].  
 
L’apparato lacrimale. Può essere diviso in una porzione secretoria ed una escretoria.  
APPARATO SECRETORIO. La componente secretoria è costituita dalla ghiandola lacrimale 
principale e dalle ghiandole lacrimali accessorie. La ghiandola lacrimale principale è 
alloggiata nella parete supero-esterna dell'orbita, all'interno della fossa lacrimale dell'osso 
frontale, aderendo strettamente al periostio attraverso strutture ligamentose; ha le dimensioni 
di circa 20 mm in lunghezza, 12 mm in larghezza e 5 mm in spessore e pesa circa 0,7-0,8 g. 
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La ghiandola è di tipo tubulo-acinoso, è divisa in due porzioni separate tra loro dal tendine del 
muscolo elevatore della palpebra superiore e  ha un sistema di condotti escretori che sboccano 
nel fornice superiore: la sua attività secretoria è completamente sierosa (Fig 4).  
La vascolarizzazione è assicurata dall'arteria e dalla 
vena lacrimale, rami dell'arteria e della vena oftalmica. 
Le lacrime vengono convogliate nel sistema dei dotti 
escretori grazie all'influenza delle cellule mioepiteliali 
peritubulari contrattili. Per quanto riguarda le 
ghiandole lacrimali accessorie, circa i due terzi 
(ghiandole di Krause) sono localizzate nello stroma 
della congiuntiva dei fornici, principalmente nella parte supero-laterale. L'altro gruppo di 
ghiandole accessorie (ghiandole di Wolfring) è situato lungo il margine orbitale dei tarsi, sia 
superiormente che inferiormente, e presenta una struttura simile alle ghiandole di Krause.  
Il film lacrimale ricopre una superficie corneo-congiuntivale e si divide in quattro parti: quello 
della congiuntiva palpebrale e bulbare, il lago, i menischi ed il film pre-corneale.  
Il suo spessore è variabile a seconda della porzione considerata e risulta massimo a livello 
della cornea (8 micrometri). Il liquido lacrimale contenuto nel sacco congiuntivale ha un 
aspetto opalescente in quanto in esso confluiscono anche i secreti di ghiandole mucipare 
(Meibomio e Zeiss delle palpebre, cellule caliciformi congiuntivali) e sudoripare (Moll 
palpebrali) [G.Chiarugi, 1997]. 
Le lacrime hanno un indice di refrazione di 1,33, molto vicino a quello della cornea, e un pH 
tra 7.3 e 7.8 (lievemente alcalino). Le lacrime sono composte per il 98% di acqua e per il 
restante 2% principalmente di elettroliti e proteine (la più rappresentata è il lisozima).  
La secrezione lacrimale non è ancora in atto alla nascita, iniziandosi dopo alcune settimane, e 
si riduce con l'età [G.Chiarugi, 1997]. 
Fig 4: apparato secretorio 
[http://fc.units.it/ppb/visione]
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L'APPARATO ESCRETORE. È  costituito dalle seguenti strutture (Fig 5):  
1.Puntini lacrimali: ciascuno è circondato da un anello di tessuto connettivo avascolare 
contenente fibre muscolari [G.Chiarugi, 1997].   
 
2.Canalicoli lacrimali: sono costituiti da 
un tratto verticale (ampolla) di 2 mm ed 
uno orizzontale di circa 8 mm. I due 
tratti orizzontali si uniscono a formare 
un canalicolo comune che si apre nella 
parete laterale del sacco lacrimale, dove 
è presente un dispositivo valvolare anti-
reflusso (valvola di Rosenmuller) 
[G.Chiarugi, 1997].   
 
3. Sacco lacrimale: è situato nella fossa lacrimale fra le creste lacrimali anteriori e posteriori. 
È lungo circa 10 mm, ha diametro trasversale variabile a seconda dello stato di replezione . 
È ricoperto dalla fascia lacrimale che si estende dalla cresta lacrimale posteriore a quella 
anteriore[Pasqualino A et al., 2002]. 
 
4. Dotto naso-lacrimale: è lungo circa 12 mm, è contenuto in un canale osseo le cui pareti 
sono formate dall'osso mascellare e da quello lacrimale, decorre poi per circa 5 mm nella 
mucosa nasale e sbocca nel meato inferiore attraverso una plica mucosa (valvola di Hasner) 
[Pasqualino A et al., 2002]. 
 
Fig 5: apparato escretore [http://fc.units.it/ppb/visione] 
Apparato lacrimale di destra
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2. FISIOLOGIA DEL FILM LACRIMALE 
 
2.1 FISIOLOGIA DELLA SECREZIONE 
Nella ghiandola principale ha luogo la secrezione riflessa, di tipo accessuale, cioè 
conseguente a stimoli sensitivi corneali e congiuntivali, come conseguenza della rottura del 
film lacrimale; nelle ghiandole accessorie e nelle ghiandole congiuntivali e tarsali ha invece 
luogo la secrezione di base, di tipo continuo [Robbins S.L.  2006]. 
La secrezione riflessa è centinaia di volte maggiore rispetto quella basale.  
La ghiandola lacrimale principale riceve un'abbondante innervazione effettrice di tipo 
secretorio, l'origine della quale è da ricercarsi nel nucleo lacrimatoio, sito nel ponte vicino al 
nucleo salivatorio superiore. In particolare, la stimolazione parasimpatica provoca una 
depolarizzazione con conseguente degranulazione e costrizione dei dotti escretori  
[Robbins S.L. 2006].. 
La stimolazione simpatica sembra invece avere poco effetto sulla secrezione lacrimale di per 
sé, ma serve a modificare il flusso ematico attraverso la ghiandola [Robbins S.L. 2006].La 
ghiandola lacrimale principale riceve un'innervazione secretoria, mentre le ghiandole 
lacrimali accessorie e congiuntivali non sono innervate a tal fine. 
La secrezione riflessa può essere di origine periferica (soprattutto cornea, congiuntiva, pelle, 
mucosa nasale ed orale) o centrale (retina, stimoli emozionali). Le afferenze periferiche sono 
mediate dalle fibre della branca oftalmica del nervo trigemino. L'irritazione del riflesso 
trigeminale è responsabile di iperlacrimia uni o bilaterale, a seconda dell’intensità. 
Le modalità di conduzione degli stimoli a partenza retinica, quali variazioni dell'intensità 
luminosa, non sono ancora ben comprese; la risposta all'irritazione del riflesso visivo è 
sempre bilaterale anche se lo stimolo è unilaterale [Robbins S.L. 2006]. 
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Gli stimoli emozionali vengono verosimilmente condotti attraverso vie nervose afferenti, non 
ben note, al lobo frontale e da qui by-passate al nucleo lacrimatorio. Stimoli analoghi per il 
nucleo lacrimatorio possono anche insorgere nei gangli basali, nel talamo e nell'ipotalamo. 
Il liquido lacrimale si versa dalle ghiandole nei canali escretori e quindi nel sacco 
congiuntivale: qui, assieme ai secreti delle ghiandole mucipare e sebacee si distende, grazie a 
i movimenti palpebrali, sulla superficie congiuntivale e corneale a formare, in quest'ultimo 
caso, il così detto film lacrimale "pre-corneale di Wolff"[Robbins S.L. 2006]. 
Le funzioni principali del film sono ottiche, protettive e nutritizie.  
Il film lacrimale pre-corneale è formato da tre strati (Fig 6): 
 
1. strato esterno lipidico (secreto dalle ghiandole 
sebacee, palpebrali, tarsali, di Meibonio e Zeiss), 
ha 4 funzioni: ritardare l'evaporazione dello strato 
acquoso, aumentare la tensione superficiale, 
lubrificare le palpebre, mantenere il film lacrimale 
entro i margini palpebrali[Robbins S.L. 2006]; 
 
2. strato intermedio acquoso (secreto dalle ghiandole lacrimali principali ed accessorie), ha 4 
funzioni: fornisce ossigeno atmosferico all'epitelio corneale, ha attività anti-batterica, forma 
una superficie liscia, lava via i detriti [Robbins S.L. 2006]; 
 
3. strato interno mucoide (secreto dalle cellule caliciformi, dalle cripte di Henle e dalle 
ghiandole di Manz congiuntivali), ha funzione di trasformare l'epitelio corneale da una 
superficie idrofoba in una idrofila: in assenza di mucina le cellule epiteliali sono idrofobe e 
non possono essere idratate dalle lacrime [Robbins S.L. 2006]. 
Fig 6: film lacrimale precorneale 
[http://www.eracle.eu/Document/Anatomia%20e%20fisi
ologia%20dell'apparato%20visivo.ppt.] 
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Oltre ad una condizione fisiologica dei vari strati del film, per un'uniforme distribuzione di 
questo sono necessari: un ammiccamento normale, una perfetta apposizione delle palpebre 
alla superficie oculare, un epitelio corneale normale [Robbins S.L. 2006]. 
L'ammiccamento. Produce un movimento bifasico delle lacrime sulla cornea: quando la 
palpebra superiore si solleva, c'è prima un movimento verso l'alto della componente acquosa, 
poi una più lenta diffusione della componente lipidica, che si trascina dietro ulteriori lacrime, 
in modo tale da uniformare e stabilizzare l'intero film lacrimale (Fig 7). Anche lo strato 
mucoso è distribuito sull'epitelio corneale nell'atto dell'ammiccamento in modo tale da creare 
una superficie idrofila sopra la quale lo strato acquoso si distribuisce. All'apertura delle 
palpebre, l'alta tensione superficiale presente all'interfaccia aria-film facilita una rapida 
distribuzione dello strato lipidico. Quando il film si assottiglia in seguito all'evaporazione 
dello strato acquoso, lo strato superficiale lipidico viene in contatto con lo strato mucoso, 
ricreando lo stato idrofobico dell'epitelio corneale ed inducendo la rottura del film lacrimale. 
A tal punto un nuovo ciclo di ammiccamento permette il ripristino della condizione di 
partenza [Segen J. C., 2006].  
 
 
Fig 7: l’ammiccamento produce un movimento bifasico delle lacrime 
[http://www.eracle.eu/Document/Anatomia%20e%20fisiologia%20dell'apparato%20visivo.ppt.] 
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2.2 FISIOLOGIA DELL’ ESCREZIONE 
Dal sacco congiuntivale parte delle lacrime si elimina per evaporazione (25%), il resto 
confluisce nel lago lacrimale in corrispondenza dei puntini lacrimali [Robbins S.L. 2006]. Le 
lacrime secrete nel fornice temporale superiore sono condotte nei puntini lacrimali: per 
gravità; per il movimento palpebrale e per attrazione capillare. 
All'inizio dell'ammiccamento, le vie lacrimali già contengono liquido lacrimale entrato 
durante il ciclo precedente. Come la palpebra superiore si abbassa, le papille su cui sporgono i 
puntini lacrimali si elevano dal margine palpebrale mediale e vanno in opposizione 
occludendoli e prevenendo il reflusso di lacrime. Nell'ultima parte della chiusura palpebrale, 
si ha la spremitura dei canalicoli e del sacco nel dotto naso-lacrimale, grazie all'azione del 
muscolo orbicolare; la contrazione della porzione pretarsale comprime l'ampolla ed accorcia i 
tratti orizzontali dei canalicoli mentre la contrazione della porzione presettale espande il sacco 
creando una pressione negativa che fa muovere le lacrime dai canalicoli nel sacco. Come le 
palpebre si aprono, i muscoli si rilasciano, il sacco collassa e si forma una pressione positiva 
che spinge le lacrime lungo il condotto nasolacrimale. L'espansione dei canalicoli e delle 
ampolle permette un nuovo flusso di lacrime mentre il collabimento del sacco lacrimale 
espelle il fluido verso il basso, all'interno del dotto nasolacrimale. Uno o due ml di fluido 
lacrimale passano nel sistema di drenaggio ad ogni ammiccamento[Robbins S.L. 2006].  
Il flusso di lacrime dal dotto nasolacrimale all'interno del naso è influenzato da diversi fattori, 
inclusi la gravità e le correnti d'aria nelle cavità nasali che, grazie alla posizione dell'ostio 
lacrimale inferiore, inducono una pressione negativa all'interno del dotto favorendo il 
movimento delle lacrime dal sacco nel naso. Il reflusso verso l'alto delle lacrime è prevenuto 
dall'azione della valvola di Hasner: fino a quando la pressione all'interno del naso è più bassa 
rispetto a quella del dotto, la valvola rimane aperta; quando la pressione intranasale aumenta 
la valvola si chiude[Robbins S.L. 2006]. 
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3.GUARIGIONE DELLE FERITE. 
  
La guarigione di una ferita è una  risposta fibroproliferativa mediata da fattori di crescita e 
citochine. E’la risposta di un tessuto a una ferita, a processi infiammatori e alla necrosi 
cellulare[Robbins S.L. 2006]. 
La guarigione si sviluppa mediante il coinvolgimento di due distinti processi, la rigenerazione 
e la deposizione di tessuto fibroso o formazione di cicatrici. 
La rigenerazione richiede che la struttura fornita dal tessuto connettivo sia integra. Al 
contrario, la guarigione con formazione di cicatrici si verifica se la trama della matrice 
extracellulare è danneggiata, in maniera da causare alterazioni nell’organizzazione del tessuto. 
I processi di riparazione sono fondamentali per il mantenimento delle normali strutture e per 
la sopravvivenza dell’organismo [Steven E. et al., 1997] 
Nei tessuti sani la riparazione, sotto forma di rigenerazione o guarigione, si verifica 
praticamente dopo qualsiasi danno che causi la distruzione tissutale, anche se può cambiare a 
seconda delle popolazioni cellulari che caratterizzano l’organo, e il tessuto[Clark R.A.F. 
1996]. Quando si parla di guarigione di una ferita si utilizza generalmente come schema 
quello che si verifica nelle ferite da taglio cutanee, che viene generalmente suddivisa in tre 
fasi. 
1. Infiammazione (precoce o tardiva); 
2. Formazione di tessuto di granulazione e cicatrizzazione; 
3. Contrazione della lesione, deposizione di matrice extracellulare e 
rimodellamento. 
 
Queste fasi si sovrappongono e la loro separazione è piuttosto arbitraria. [Robbins S.L. 2006]. 
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3.1 FASI DEL PROCESSO DI GUARIGIONE 
Il processo di guarigione segue una serie di passaggi in sequenza [Clark R.A.F. 1996]. 
- Entro 24 ore: presso i margini dell’incisione compaiono i neutrofili, che si muovono verso 
il coagulo di fibrina. C’è il rilascio di fattori di crescita come:EGF, TGF e KGF.  
- In 24-48 ore, gruppi di cellule epiteliali (con scarsa attività proliferativa)si spostano dai 
bordi della ferita lungo i margini tagliati depositando i componenti della membrana basale 
mentre procedono. Tali cellule si fondono al centro della ferita, producendo uno strato 
epiteliale continuo, ma sottile che chiude la ferita [Clark R.A.F. 1996]. 
- Entro il terzo giorno i neutrofili vengono largamente sostituiti dai macrofagi. Il tessuto di 
granulazione invade progressivamente lo spazio dell’incisione. Le fibre di collagene 
appaiono ai margini dell’incisione, ma all’inizio sono orientate verticalmente e non 
congiungono i bordi della ferita [Robbins S.L. 2006].   
- Entro il quinto giorno lo spazio lasciato dall’incisione viene riempito con il tessuto di 
granulazione. La neovascolarizzazione è massima. Le fibrille di collagene diventano più 
abbondanti e cominciano a disporsi a ponte rispetto all’incisione. 
- Durante la seconda settimana continuano l’accumulo di collagene e la proliferazione dei 
fibroblasti. L’infiltrato leucocitario, l’edema e l’aumentata vascolarizzazione sono in gran 
parte scomparsi[Clark R.A.F. 1996]. 
- Alla fine del primo mese la cicatrice è costituita da tessuto connettivo privo di infiltrato 
infiammatorio [Robbins S.L.  2006]. 
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3.2 FATTORI CHE INFLUENZANO LA GUARIGIONE 
La guarigione della ferita è influenzata da un numero di fattori più o meno noti che possono 
frequentemente compromettere la qualità e l’efficacia sia del processo infiammatorio sia di 
quello riparativo. Questi fattori includono sia fattori individuali sistemici sia fattori locali. 
I fattori sistemici sono i seguenti [Clark R.A.F. 1996]: 
-  NUTRIZIONE. Una carenza proteica, per esempio, e soprattutto una carenza di vitamina C, 
inibiscono la sintesi del collagene e rallentano la rimarginazione della ferita. 
- STATO METABOLICO. Il diabete mellito, per esempio, è associato a una ritardata 
guarigione[Robbins S.L. 2006]. 
- CIRCOLAZIONE. Un inadeguato apporto di sangue, può ritardare la guarigione della ferita. 
- ORMONI, come i glucocorticoidi, hanno effetti antinfiammatori che influenzano diversi 
componenti dell’infiammazione. Questi agenti inibiscono anche la sintesi del collagene. 
I fattori locali che influenzano la guarigione sono i seguenti: 
- L’INFEZIONE è la singola e più importante causa di ritardo nella guarigione, poiché si 
traduce in una cronicizzazione del danno tissutale e dell’infiammazione. 
- FATTORI MECCANICI, come un movimento delle ferite nelle fasi precoci, possono 
ritardare la riparazione comprimendo i vasi sanguigni e separando i lembi delle ferite. 
- CORPI ESTRANEI costituiscono impedimenti alla guarigione. 
- DIMENSIONE, LOCALIZZAZIONE  e il TIPO di lesione influenzano la guarigione. 
Infine le complicazioni nella guarigione possono verificarsi a causa di alterazioni in una 
qualsiasi delle componenti fondamentali del processo di riparazione. Queste aberrazioni 
possono essere raggruppate in tre categorie: 
1) Insufficiente formazione della cicatrice. 
2) Eccessiva produzione delle componenti del processo di riparazione. 
3) Formazione di contratture[Robbins S.L. 2006]. 
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L’inadeguata formazione di tessuto di granulazione o della cicatrice può portare a due tipi di 
complicanze: la deiscenza della ferita e l’ulcerazione [Clark R.A.F. 1996]. 
L’accumulo di eccessive quantità di collagene può dare origine a un evento cicatrizionale 
sproporzionato e conosciuto come cicatrice ipertrofica; se il tessuto di cicatrice cresce oltre i 
limiti della ferita iniziale e non regredisce, essa viene chiamata cheloide.  
Un’altra aberrazione nella guarigione della ferita consiste nella formazione di eccessive 
quantità di tessuto di granulazione; questo tessuto è chiamato tessuto di granulazione 
esuberante[Steven E. et al., 1997]. 
Infine la diminuzione nelle dimensioni della ferita rappresenta una parte importante del 
normale processo di cicatrizzazione. Un eccesso di questo fenomeno viene definito 
contrattura e comporta la deformazione della ferita e dei tessuti circostanti [Robbins S.L 2006] 
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4. CELLULE STAMINALI CORNEALI LIMBARI  
 
Gli epiteli della superficie oculare sono sempre in rinnovamento. Sono tessuti autorigeneranti, 
caratterizzati dalla presenza di cellule staminali, localizzate nel fornice congiuntivale e 
probabilmente su tutta la superficie congiuntivale e corneale.  
Le cellule epiteliali della cornea sono soggette ad un rapido e continuo turnover; le cellule 
differenziate hanno un breve ciclo vitale e sono sostituite da altre cellule che originano dalla 
proliferazione di una sub-popolazione cellulare ben distinta, le cellule staminali.  
La cellula staminale viene definita come quella cellula indifferenziata capace di proliferare 
senza errore, di automantenersi, di produrre un gran numero di cellule figlie differenziate e 
funzionali, di rigenerare un tessuto dopo un’ingiuria e di essere flessibile nell’uso delle sue 
funzioni. Esse hanno un ciclo vitale lungo talvolta pari a quello dell’organismo, una bassa 
attività mitotica e in condizioni normali, mostrano bassa percentuale di proliferazione. 
A livello della zona limbare sono state identificate delle cellule staminali unipotenti, in grado 
di originare l’epitelio corneale.  
L’epitelio corneale si trova in uno stato di dinamico equilibrio; le cellule superficiali 
differenziate e programmate per morire (apoptosi) sono costantemente desquamate nel film 
lacrimale mentre i cheratinociti basali limbari proliferano, migrano, si stratificano  e si 
differenziano mantenendo indenne la superficie corneale [Dua HS. Et al., 2000]. 
Il normale processo di proliferazione cellulare epiteliale è cosi schematizzato (Fig. 8). 
la cellula staminale (CS) posta nel limbus si divide dando origine ad una cellula figlia che è a 
sua volta staminale; mentre l’altra cellula figlia, chiamata cellula amplificante di transizione 
(CAT), è destinata a dividersi ed a differenziarsi. 
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Queste cellule sono poste nella 
cornea periferica e centrale oltre 
che nell’epitelio limbare.  
Esiste una gerarchia di CAT, per 
cui le cellule più giovani hanno 
multipla capacità di divisione e 
sono preferenzialmente localizzate nella cornea periferica, mentre le cellule più mature, 
cellule postmitotiche (CPM) risiedono nella cornea centrale e possono dividersi solo una volta 
prima di diventare cellule definitivamente differenziate (CDT).  
In condizioni fisiologiche, non tutte le CAT utilizzerebbero la loro piena capacità riproduttiva 
per diventare CDT, ma in seguito ad uno stimolo, il tessuto epiteliale adotta tre strategie per 
espandere la sua popolazione cellulare (da 1 CAT si producono 16 CDT): 
1. Più CS sono reclutate per dividersi con un più rapido ciclo cellulare.  
2. Le CAT esprimono il loro pieno potenziale di replicazione accorciando il loro ciclo 
cellulare da 60 a 18 ore e generando più CPM. 
3. Le CAT modulano il loro numero di replicazioni a seconda delle esigenze tessutali.  
La superficie oculare è in un costante stato di rifornimento cellulare. Le cellule squamose 
della cornea sono continuamente desquamate nel pool lacrimale e contemporaneamente 
sostituite da cellule che si muovono centripetamente dal limbus ed anteriormente dagli strati 
basali dell’epitelio [V.Sarnicola, et al., 2003]. 
Fig 8: turnover della superficie oculare 
[La patologia della superficie oculare] 
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5. RIPARAZIONE CORNEALE 
 
Le due principali proprietà dell’epitelio corneale necessarie al mantenimento di una visione 
normale sono quella di formare un’idonea superficie rifrangente alla luce e quella di creare 
un’efficace barriera protettiva nei confronti di agenti patogeni [Klyce S., 1972]. 
In seguito a lesioni di diversa natura queste proprietà vengono totalmente o parzialmente 
perse. Le lesioni corneali che interessano una larga area corneale riparano molto più 
rapidamente rispetto a quelle centrali più piccole, forse per un’attività mitotica più alta, 
sebbene il tempo assoluto di riparazione sia più lungo. [Berman MB. 1989] 
 
5.1 PROCESSO DI CICATRIZZAZIONE 
Il processo di cicatrizzazione può essere schematizzato in tre fasi: 
• La migrazione cellulare. 
• La proliferazione cellulare. 
• L’adesione cellulare. 
Il contributo al processo di cicatrizzazione di ogni singolo componente è in relazione alla 
grandezza ed alla profondità della ferita ed alla natura della causa. 
 
5.1.1 La migrazione cellulare. 
Il processo della migrazione epiteliale è favorito da un’opportuna lubrificazione oculare, dalla 
riduzione dell’infiammazione, dalla presenza di vari fattori di crescita quali l’EGF (Epidermal 
Growth Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor), TGF (Transforming Growth Factor), KGF 
(Keratinocytes Growth Factor), HGF (Hepatocytes Growth Factor), PDGF (Platelet-Derived 
Growth Factor), IGF (Insulin-like Growth Factor), IL-1 e IL-6 e Endotelina1 (ET-1), dalla 
sintesi di proteine citoplasmatiche come la vinculina, actina, talina e l’integrina, da recettori 
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superficiali come il CD44 e il recettore ialuronico e  dalla fibronectina [J.Imanishi, et al., 
2000]. 
Può essere invece rallentata dalla persistenza dell’infiammazione, dalla presenza di un danno 
alla membrana basale, dalla degradazione della fibronectina della membrana basale e da parte 
dell’attivatore del plasminogeno.  
Nell’intervallo di tempo compreso tra 4-6 ore dopo un difetto epiteliale non si apprezza 
nessuna diminuzione delle dimensioni della ferita corneale, che anzi diventa più larga per la 
perdita di cellule necrotiche e per la retrazione dei margini.  
Le cellule dello strato basale e squamoso in prossimità della lesione presentano ispessimento e 
separazione e sono visibili i polimorfonucleati (PMN), provenienti dal film lacrimale.  
I margini della ferita divengono poi sottili (2-3 strati cellulari fino ad 1 in prossimità del 
bordo) per la desquamazione e la perdita dell’architettura colonnare delle cellule basali.  
I cambiamenti avvengono anche nei costituenti non cellulari dell’epitelio. 
Concentrazioni di fibronectina, fibrinogeno, fibrina aumentano in 1-8 ore. 
Le cellule epiteliali si appiattiscono e migrano verso il difetto fino a ricoprirlo del tutto.  
La formazione di lamellopodi e di filopodi dalla membrana cellulare indica l’inizio della 
migrazione cellulare. [Dua HS. et al.,1998]. 
 
5.1.2 Proliferazione cellulare. 
Il processo di proliferazione è complementare a quello di migrazione cellulare durante la 
riepitelizzazione. In seguito ad una ferita, si assiste ad una pausa del normale processo di 
esfoliazione cellulare e le cellule vicine alla ferita non si dividono per almeno 1 giorno mentre 
quelle più periferiche e distanti aumentano la loro percentuale di divisione cellulare fino a 
quando la ferita è cicatrizzata ed il normale spessore dell’epitelio è riformato. 
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5.1.2.1 Proliferazione limbare 
In condizioni normali il limbus si comporta come una barriera capace di prevenire la 
congiuntivalizzazione corneale; in seguito a una ferita quest’azione viene persa, si ha una 
risposta proliferativa della congiuntiva perilimbare con la comparsa di cellule globose e di 
neovasi sulla cornea.  
In presenza delle cellule staminali corneali contenute nell’epitelio limbare intatto, l’epitelio 
corneale rigenera nonostante  piccole ripetute  ferite; quando, in seguito all’asportazione dei  
2/3 dell’epitelio limbare, vengono a mancare le cellule staminali corneali, le rimanenti cellule 
staminali e amplificanti di transizione risultano comunque capaci di mantenere l’epitelio 
corneale in condizioni fisiologiche. Quando invece, vengono asportate la maggior parte delle 
CAT, (Cellule Amplificanti di Transizione) si evidenziano ritardi nella cicatrizzazione, 
vascolarizzazione ed espressione del fenotipo congiuntivale.Questo sta ad indicare una 
funzione non solo di mantenimento, ma anche rigenerativa delle CAT.  
Ė evidente l’importanza delle cellule staminali e delle CAT  per il mantenimento e la 
rigenerazione dell’epitelio corneale. 
Non è ancora conosciuto cosa mantiene lo stato staminale di una cellula. In agguinta alle 
caratteristiche delle cellule staminali, fattori estrinseci del microambiente limbare giocano un 
ruolo fondamentale. [Dua HS. Et al., 2000] 
La zona del limbus presenta importanti differenze rispetto alla cornea centrale: ad esempio 
sono presenti vasi che derivano dalle palizzate di Vogt e supportano il limbus epiteliale con 
nutrienti e maggiormente con l’apporto di citochine; è inoltre presente un maggior numero di 
proteine sono state identificate negli strati basali limbari piuttosto che in quelli della cornea 
centrale (citocromo ossidasi, Na+-K+ ATPasi e l’anidrasi carbonica).  
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Le cellule indifferenziate dei limbus contengono i più elevati livelli di EGFR (epithelial 
growth factor receptor). Zieske e Wasson  nel 2001 hanno suggerito che gli alti livelli di 
EGFR inibirebbero la differenziazione segnalando alle cellule di mantenere il loro potenziale 
stato proliferativo. E’ stata anche dimostrata un’aumentata concentrazione di α-enolasi a 
livello del limbus.  
In aggiunta, sono state identificate al limbus la vimentina e la cheratina 19 coinvolte nel 
mantenimento dell’architettura cellulare, anche se non è ancora chiaro se queste proteine sono 
coinvolte nell’ancoraggio delle cellule staminali al loro microambiente. 
Infine la membrana basale del limbus risulta differente da quella della cornea centrale; 
essa è modificata al fine di accrescere l’adesione cellulare, ed è composta da abbondante 
tessuto collageno di tipo IV, assente nella cornea centrale e possiede fibrille di ancoraggio ed 
una superficie rugosa e ondulata tale da aumentare l’adesione cellulare. 
  
5.1.3 Adesione cellulare. 
 Il processo di cicatrizzazione non è completo fin quando l’epitelio rigenerato non è ancorato 
saldamente allo stroma. L’ancoraggio permanente avviene solo quando il difetto epiteliale è 
completamente guarito, mentre unità transitorie di ancoraggio si formano regolarmente 
durante il processo di riparazione cellulare. Le cellule che migrano sviluppano contatti focali 
con le macromolecole del substrato (placche adesive). [V.Sarnicola, et al., 2003]. 
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5.2 EGF E IL SUO RECETTORE EGFR 
 
5.2.1 Generalità 
L’EGF, fattore di crescita dell’epidermide, induce la mitosi e lo si può trovare in molti liquidi 
biologici (saliva, urine, sudore). Ė un polipeptide di 6-kDa composto da 53 amminoacidi, 
contenente  tre legami bisolfurici intermolecolari fondamentali per la sua struttura terziaria. 
L’EGF  si lega al recettore EGFR noto anche sotto il termine di ERB-B1.L’EGFR appartiene 
alla famiglia dei recettori con attività tirosin-chinasica. E’ espresso in tutte le cellule tranne in 
quelle emopoietiche [ M.Boni-Schnetzler, et al., 1987]. 
Strutturalmente è una proteina transmembrana costituito da un’unica catena polipeptidica, 
nella quale è possibile riconoscere 5 domini strutturali:  
1.Dominio extracellulare, che contiene il sito di legame con il fattore di crescita; 
2.Dominio transmembrana, costituito da aminoacidi idrofobici, in grado di interagire 
con il doppio strato fosfolipidico, ed ancorare il recettore alla cellula. 
3.Dominio iuxta-membrana, nella parte citosolica, sede di importanti funzioni 
regolatorie. 
4.Dominio catalitico, formato da circa 250 aminoacidi, è responsabile dell’attività 
chinasica. 
5.Dominio C- terminale, ha lunghezza e funzioni variabili nei vari recettori, ed è 
implicato nel fenomeno del docking  (reclutamento) [Fumagalli, 1997 ]. 
 
L’EGF ed il suo recettore (EGFR) sono espressi in tutti e tre i tipi cellulari degli strati 
corneali:epitelio, stroma ed endotelio. Questo suggerisce effetti paracrini o autocrini dell’EGF 
[SE.Wilson et al., 1992]. 
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L’EGF facilita la riparazione dell’epitelio corneale promuovendo la migrazione e il processo 
di mitosi delle cellule epiteliali sia nei sistemi in vivo che nei modelli in vitro. 
L'effetto mitogenico dell’EGF è stato studiato in diversi tipi cellulari [JH.Elliott et al., 1980] è 
stato osservato che l’EGF è un  mitogene particolarmente potente per tessuti di origine 
ectodermica ed endodermica [JL. Pimentel et al 1994] ed è coinvolto nel processo di 
riparazione di un tessuto leso [A.Buckley et al 1985]. 
Nell'epitelio corneale, EGF accelera la guarigione epiteliale stimolando il processo di 
proliferazione. 
 
5.2.2 Legame ligando-recettore. 
Il legame a livello recettoriale con il ligando provoca [R.Marais et al., 1998]: 
1. Dimerizzazione del recettore 
2. Autofosforilazione della tirosina. 
3. Attivazione del recettore tirosin-chinasico. 
 
La chinasi nella sua forma attiva, fosforila e quindi attiva, molte molecole effettrici disposte a 
valle legandosi al loro dominio SH2. Queste molecole mediano gli effetti dell’interazione del 
recettore con il ligando; ne sono esempio: la PLC-γ ( fosfolipasi C ) e il IP3 chinasi (IP3K). 
La PLC-γ catalizza l’idrolisi del fosfolipide di membrana PIP2 (fosfatidilinositolo1-4,5 
bifosfato) con la formazione di 2 prodotti: IP3 (inositolo trifosfato) che induce un aumento 
delle concentrazioni dello ione Calcio; causa il rilascio di calcio dai depositi intracellulari 
determinando così l’attivazione di proteine chinasiche Ca/Calmodulline dipendenti (CaM 
kinasi) e facilitando l’attivazione della  proteina chinasi C (PKC) una serina-treonina chinasi, 
che a sua volta attiva vari fattori di trascrizione [Y.Asaoka et al., 1992] e il DAG 
(diacilglicerolo) che attiva a sua volta la PKC. 
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 La PKC attivata promuove l’attivazione della cascata delle MAPK (Mitogen-Activated 
Protein Kinasi) [B.Marquardt et al., 1994]. 
Alternativamente il PIP2 può dare origine al PIP3 grazie all’intervento della IP3K che 
fosforila la posizione 3 dell’inositolo. 
La IP3K fosforila un fosfolipide di membrana generando prodotti che attivano la chinasi AKT 
detta anche proteina chinasi B coinvolta nella proliferazione cellulare e nell’inibizione 
dell’apoptosi. 
 
5.2.3 Via di traduzione del segnale delle MAPK. 
I residui fosforilati del recettore funzionano inoltre anche come punti d’attacco per proteine 
adattatrici in grado di 
legare altre proteine 
effettrici. 
Un prototipo di proteina 
adattatrice è la GRB-2 
che si lega al fattore di 
scambio GTP-GDP, 
chiamata anche SOS 
(son of sevenless). SOS agisce sulla proteina RAS, che lega il GTP(G) e catalizza la 
formazione di RAS-GTP,la quale attiva la cascata delle MAPK. RAS può essere definito 
come il punto di ingresso alla cascata delle MAPK(Fig 9) [R.Seger et al., 1995].   
La conversione ciclica di RAS nelle sue forme attiva ed inattiva è regolata da GAP ossia 
proteine che attivano la GTPasi. Nella sua forma attiva RAS fosforila RAF (anche 
denominato MKKK= MAP Kinasi Kinasi Kinasi) che a sua volta fosforila MEK 
(MAPK/ERK Kinase) che poi fosforila ERK (extarcellular-signal-regulated kinase). 
Fig 9. Via di regolazione di RAS-RAF-MEK-ERK 
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Esistono due isoforme delle MAPK: p44-MAPK (Erk-1) e p42-MAPK (Erk-2), le quali sono 
espressi nella maggior parte dei tipi delle cellule. La MAPK attivata fosforila altre proteine 
citoplasmatiche e fattori di trascrizione nucleari, innescando così le risposte cellulari  
[W.Kolch et al., 2000]. 
  
5.2.4 Controllo sull’attivazione delle MAPK. 
L’attivazione delle MAPK è influenzata da altri substrati tra cui la fosfolipasi A2 (cPLA2) 
[S. Davis et al., 1994]. 
La PLA2 catalizza il rilascio dell’acido arachidonico dai fosfolipidi di membrana che 
rappresenta il punto limite nella sintesi delle prostaglandine e di altri eicosanoidi.  
La cPLA2 in concomitanza con COX-2 determina aumento dei livelli di prostaglandina E2 
(PGE2). 
 L’aumento della PGE2 stimola l’attivazione dell’adenilato ciclasi che porta a sua volta 
l’attivazione della PKA (protein chinasi A).  
Questi eventi, agiscono operando un controllo negativo, a livello di RAF-1 e quindi 
conseguentemente sulla cascata delle MAPK. 
La risposta mitogena di EGF è inversamente correlata con l’aumento dei livelli cellulari di 
PGE2 nel mezzo considerato.[G.D’Angelo et al., 1997]; al contrario, la risposta mitogena 
indotta dall’EGF può essere stimolata dall’aumenti dell’attività della PKC (protein chinasi C) 
attraverso l’attivazione della PLC [B.Marquardt et al., 1994]. 
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6. LA PATOGENESI DELL’OCCHIO SECCO 
 
La superficie oculare deve essere mantenuta costantemente umida, ed è di fondamentale 
importanza che il film lacrimale sia quantitativamente e qualitativamente adeguato al fine di 
ottenere una detersione ed una protezione appropriate.  
Il deterioramento di questo efficace sistema di lubrificazione si manifesta nella Sindrome da 
Occhio Secco, la cui incidenza è in largo aumento. 
Generalmente vengono distinte due forme di Sindrome da Occhio Secco: 
Primarie (Sindrome di Sjögren). Manifestazioni oculari di una malattia generale 
autoimmune, come ad esempio lupus eritematoso sistemico, artrite reumatoide, ecc. 
Secondarie. Dovute ad un’eccessiva vaporizzazione del film lacrimale (blefariti, 
congiuntiviti, uso protratto di lenti a contatto, ridotta secrezione senile, ridotta secrezione 
dovuta a farmaci, a ipovitaminosi A, a uso protratto di colliri) [Abdel-Khalek et al., 1978]. 
 
L’Occhio Secco evolve attraverso quattro fasi distinte: 
-    Perdita di acqua dal film lacrimale con aumento dell’osmolarità del film stesso. 
- Diminuzione della densità delle cellule caliciformi e del glicogeno corneale. 
- Destabilizzazione dell’interfaccia cornea-film lacrimale. 
- Aumento della desquamazione corneale.  
- Processo infiammatorio. 
 
Nell’Occhio Secco, la diminuzione della produzione delle lacrime o l’aumento 
dell’evaporazione si riflette rapidamente in un aumento dell’osmolarità del film lacrimale, 
seguita in maniera marcata da una diminuzione della densità delle cellule caliciformi e del 
glicogeno corneale [Farris RL. 1986]. 
 38
La perdità di cellule caliciformi dalla congiuntiva è importante perché esse producono la 
componente mucinica, lubrificante del film lacrimale, che ha funzioni di protezione della 
superficie oculare (il muco derivante dalle cellule caliciformi aiuta ad espellere i corpi 
estranei dagli occhi); mentre il glicogeno corneale rappresenta una delle principali fonti 
d’energia utilizzate nei processi riparativi di una lesione corneale. Questi seri cambiamenti 
che avvengono sulla superficie oculare, richiamano acqua dalle cellule epiteliali congiuntivali  
che dapprima vanno a rompere le delicate giunzioni congiuntivali e poi con il progredire della 
patologia anche le giunzioni corneali operando una destabilizzazione dell’interfaccia cornea-
film lacrimale con in aggiunta un aumento della desquamazione corneale [Farris RL. 1986].  
I prodotti della degradazione stromale più i prodotti dell’epitelio richiamano 
chemiotatticamente PMN (polimorfonucleati) e leucociti mononucleati che infiltrano 
perifericamente la cornea saldandosi fortemente allo stroma sottostante grazie all’azione di 
molecole d’adesione. Il processo infiammatorio persiste fino a quando è presente la lesione 
sull’epitelio corneale oppure fin quando persistono i residui necrotici che funzionano da 
focolai  per l’infiltrazione di cellule epiteliali  [V.Sarnicola, et al., 2003]. 
I sintomi più comuni dovuti alla sindrome da occhio secco sono il bruciore, sensazione di 
sabbia nell’occhio che peggiora nell’arco della giornata (nelle ore notturne infatti, quando 
l’occhio è a riposo, si forma uno “strato acquoso” sopra il film lacrimale che permette un 
miglioramento della superficie oculare), fotofobia, difficoltà nell’apertura della palpebra al 
risveglio e, nei casi più gravi, dolore e annebbiamento visivo.  
Talvolta, i pazienti affetti da ipolacrimia lacrimano copiosamente (soprattutto in presenza di 
cheratite, danno alla superficie corneale): il liquido lacrimale è però molto acquoso, contiene 
poche componenti mucose ed evapora velocemente lasciando la cornea esposta all’azione di 
agenti esterni [Gilbard JP. 1994]. 
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Molte persone affette da sindrome degli occhi secchi soffre anche di disturbi alla gola, al seno 
paranasale (congestione nasale o sinusite, tosse cronica, raffreddori frequenti, allergie 
stagionali) [Gilbard JP. 1994]. I sintomi sono poco apparenti ed il paziente spesso li trascura. 
Nonostante i sintomi siano comuni alla maggior parte dei pazienti affetti, le cause della sua 
insorgenza possono essere molto varie: 
1. AUMENTO DELL’OSMOLARITÀ DEL FILM LACRIMALE. Questo può essere 
causato da un decremento della secrezione lacrimale che si verifica in una qualsiasi 
condizione che danneggi le ghiandole lacrimali o i suoi dotti escretori le cui cause più 
comuni sono rappresentate dalle malattie autoimmuni con stati infiammatori, ma questo, 
può verificarsi in seguito a una qualsiasi altra condizione che riduce la sensibilità corneale 
tra cui: diabete, herpes zoster, interventi chirurgici che coinvolgono la cornea o i nervi 
corneali [Gilbard JP. 1987]. 
2. INCREMENTO DELL’EVAPORAZIONE DELLE LACRIME che può essere causata da 
una disfunzione della ghiandola di meibomio, provocata, da blefarite posteriore cronica, 
che ostacola la corretta secrezione della componente oleosa dello strato esterno del film 
lacrimale e da lagoftalmo ossia larghezza della fessura palpebrale persente come o 
condizione naturale o in seguito ad un intervento chirurgico o per patologia riguardanti la 
tiroide [Gilbard JP. 1987]. 
3. INVECCHIAMENTO. La produzione di lacrime diminuisce con l’avanzamento dell’età 
per la progressiva atrofizzazione delle ghiandole lacrimali. La riduzione nella produzione 
basale, continua e costante di lacrime e la conseguente irritazione degli occhi provoca 
spesso una eccessiva produzione di lacrime di riflesso [Mathers WD. 1993]. 
4. SESSO FEMMINILE. Nelle donne tra i 40 e i 60 anni di età, probabilmente a causa dei 
nuovi equilibri ormonali indotti in menopausa, le ghiandole lacrimali vanno incontro ad 
una progressiva atrofia della loro porzione secernente. 
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5. AMBIENTE. Altitudini elevate, condizioni atmosferiche secche o ventose, ambienti in cui 
sono in funzione impianti di riscaldamento o condizionamento dell’aria provocano un 
aumento dell’evaporazione delle lacrime, riducendo così la lubrificazione degli occhi. 
6. LENTI A CONTATTO. Il loro uso può aumentare notevolmente l’evaporazione delle 
lacrime, causando irritazione ed infezioni. Sovente le soluzioni disinfettanti o lubrificanti 
per le lenti corneali possono indurre un’alterazione della componente ghiandolare 
lacrimale con alterazioni della produzione di lacrime. Se l’occhio è poco lubrificato, 
inoltre, la lente tende ad aderire alla cornea provocando danni in alcuni casi anche gravi 
(abrasioni, cheratiti). 
7. FARMACI. Alcuni farmaci (ormoni, immunosoppressori, decongestionanti, antistaminici, 
diuretici, antidepressivi, betabloccanti, farmaci per le malattie cardiache e per il 
trattamento delle ulcere) possono inibire la produzione di lacrime [Gilbard JB. 1994]. 
8. PATOLOGIE. Alcune patologie sono associate allo sviluppo della sindrome dell’occhio 
secco. Tra queste assume notevole importanza il morbo di Parkinson, malattia neuro-
degenerativa che tra i suoi sintomi presenta una complessiva riduzione della motilità 
volontaria ed involontaria (acinesia). Questa porta ad una riduzione della velocità dei 
movimenti oculari.  
 
Ma la cornea non rimane inalterata per sempre. Con l’avanzare della patologia, dopo i 
cambiamenti del film lacrimale, le giunzioni tra le cellule della cornea vengono perse. Ne 
risulta un aumento della desquamazione corneale con conseguente diminuzione della funzione 
di barriera da parte della cornea. I cambiamenti sulla superficie corneale diventano seri e si 
accompagnano ad una perdita di glicoproteine dalla superficie corneale ed una 
destabilizzazione dell’interfaccia cornea-film lacrimale[Gilbard JB. 1987]. 
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7. LA TERAPIA DELL’OCCHIO SECCO 
 
Il fine di ogni trattamento di recupero farmacologico è quello di restituire integrità anatomica 
e funzionale al distretto interessato; permettere, cioè, all’area di interesse di tornare autonoma 
e capace di affrontare le normali situazioni della vita quotidiana. 
Nella terapia dell’occhio secco, il film lacrimale deve tornare a proteggere la superficie 
oculare, e più precisamente, l’epitelio corneo-congiuntivale dagli assalti ambientali, come il 
vento, la temperatura e le polveri, e da quelle locali, come l’uso delle lenti a contatto. 
Un farmaco che veramente permetta di curare la ipolacrimia è una sostanza che somministrata 
per via orale o sistemica stimoli le ghiandole lacrimali principali ed accessorie ad una 
secrezione quantitativamente e qualitativamente adeguata. Allo stato attuale questa sostanza 
non esiste; in caso di alterazione del film lacrimale si pratica una terapia sostitutiva e/o 
correttiva a base di colliri o gel (lacrime artificiali) formati da sostanze che possiedono 
l’azione detergente, lubrificante e disinfettante delle lacrime naturali [Tsubota K.1995]. 
 
7.1. LACRIME ARTIFICIALI  
7.1.1 Generalità 
Le lacrime artificiali in linea generale sono costituite da acqua, sali (normalmente 0,9% di 
NaCl e KCl), un sistema tampone (7,2-8,0 pH), conservanti (solo nelle confezioni multidose) 
e uno o più componenti con scopi umidificanti, addensanti o mucomimetici. 
Le lacrime artificiali devono essere soluzioni ben tollerate, atossiche anche se applicate con 
frequenza, non devono influenzare la visione, né ostacolare le normali secrezioni muco-
lipidiche-acquose e l’osmolarità corneale e il suo metabolismo, non devono emulsionare i 
lipidi, devono avere una lunga permanenza in sede locale e possedere la minor concentrazione 
possibile di conservanti [Calabria G. et al., 2004]. 
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Le lacrime artificiali sono sostanze capaci di assorbire grandi quantità di acqua dando origine 
ad un fluido viscoelastico non newtoniano [Calabria G. et al., 2004]. 
Si definisce non newtoniano un fluido la cui viscosità varia a seconda della velocità con cui la 
si misura. I fluidi non newtoniani si dividono in due classi: 
Fluidi pseudoplastici: la viscosità diminuisce all'aumentare della velocità a cui la si misura. 
Fluidi dilatanti: la viscosità aumenta 
all'aumentare della velocità a cui la si 
misura.La maggior parte dei fluidi non 
newtoniani hanno un comportamento 
pseudoplastico. Diminuiscono la loro 
viscosità durante l'ammiccamento, 
quando l'attrito è maggiore, per evitare 
danni all'epitelio, mentre l’aumentano quando l'occhio è aperto per mantenere l'idratazione 
evitando rotture del film protettivo [Calabria G. et al., 2004]. 
 
7.1.2 Meccanismo d’azione delle lacrime artificiali. 
Vediamo ora dettagliatamente quali sono i meccanismi d’azione delle lacrime artificiali: 
1. AZIONE DILUENTE. Una carenza assoluta o relativa della componente acquosa del 
liquido lacrimale porta ad un’eccessiva concentrazione delle componenti in soluzione. 
In questo caso i sostituti lacrimali servono semplicemente a ripristinare una sufficiente 
componente acquosa per diluire correttamente le componenti solubili delle lacrime. La 
diluizione restituisce quindi alle lacrime un sufficiente effetto detergente e 
umidificante, permettendo una buona distribuzione dei soluti, fra cui l’ossigeno, alle 
cellule della superficie oculare. 
force applied 
v
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ty
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2. AZIONE DI VOLUME. Nell’occhio sono presenti dai 7 ai 10 microlitri di lacrime; lo 
spessore medio del film lacrimale è di circa 7 micron. Se il volume e spessore si 
riducono per mancata produzione o per eccessiva perdita di lacrime, si possono 
verificare danni alla superficie oculare. Il ridotto volume lacrimale comporta un minor 
effetto protettivo del film pre-corneale, un eccesso di vaporizzazione e un più facile 
contatto tra lo strato lipidico e quello mucinico con conseguente contaminazione. 
Generalmente tutte le lacrime artificiali agiscono ripristinando il normale volume delle 
lacrime; si preferiscono preparati densi che permangono nell’occhio più a lungo. 
3. AZIONE STABILIZZANTE. Se la secrezione lacrimale è quantitativamente scarsa o 
qualitativamente alterata, il film lacrimale precorneale tende ad essere instabile e a 
rompersi lasciando aree asciutte e provocando alterazioni della superficie oculare. Uno 
dei meccanismi d’azione più importanti e complessi delle lacrime artificiali è quello di 
mantenere e ripristinare la stabilità del film lacrimale, assicurando l’umidità della 
superficie corneo-congiuntivale esposta ed una uniforme disposizione del film che la 
ricopre. In questo caso i sostituiti lacrimali contengono, sostanze mucomimetiche, 
capaci cioè, di imitare almeno alcune delle capacità della mucina lacrimale. 
4. AZIONE CORRETTIVA. Le lacrime artificiali devono riprodurre il più possibile le 
caratteristiche chimico-fisiche delle lacrime naturali. Attualmente vi sono lacrime con 
marcato effetto tampone per correggere alterazioni del ph e lacrime ipotoniche per 
correggere l’eccessiva pressione osmotica da iper-evaporazione. 
5. AZIONE NUTRITIVA. I sostituti lacrimali solitamente non apportano sostanze 
nutritive al liquido lacrimale o ai tessuti da esso fisiologicamente nutriti; essi 
apportano acqua  e solo sporadicamente elementi nutritivi [Boldrini F. 2003]. 
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7.1.3. Misure precauzionali ed avvertenze 
Quando si sceglie il tipo di lacrime artificiali da utilizzare, è di fondamentale importanza fare 
attenzione al fatto che collirio stesso, possa essere contenuta qualche sostanza che invece di 
migliorare la situazione patologica la peggiori. Fra tutti i componenti quelli che maggiormente 
sono stati affiancati ad insuccessi terapeutici sono i conservanti. 
Questi, possono infatti peggiorare lo stato di salute della superficie oculare soprattutto se il 
contatto di queste sostanze è prolungato nel tempo (mesi o anni). 
I conservanti, aumentano di fatto la desquamazione corneale: 
• BELZANCONIO CLORURO (sostanza cationica): a concentrazioni superiori allo 
0,01% a livello corneale, provoca rottura dei ponti intercellulari dell’epitelio, danno 
ai microvilli, riduzione delle cellule mucipare.  
• CLOREXIDINA (sostanza cationica): tende a legarsi facilmente ai depositi lipido-
proteico favorendo processi di allergizzazione in seguito a un prolungato 
trattamento.  
• CLOROBUTANOLO (alcali): l’atomo di cloro presente in questo conservante 
aumenta la solubilità dei lipidi e di conseguenza mina la stabilità dello strato lipidico 
[Gobbles M.- Spitzmas M. et al., 1989]. 
 
Nei soggetti affetti da sindrome dell’occhio secco i colliri monodose che hanno la peculiare 
caratteristica di non avere al loro interno conservanti sono, quindi, da prediligere.  
Le lacrime artificiali debbono essere instillate (1-2 gocce) nel sacco congiuntivale per più 
volte al giorno (3-6 volte), la frequenza varia a seconda dello stato di gravità della patologia. 
Dopo la somministrazione, può verificarsi un temporaneo offuscamento visivo che comunque 
scompare entro pochi minuti.  
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7.1.4. Lacrime artificiali in commercio 
Solo in Italia i presidi disponibili sono oltre 70 ed una classificazione delle lacrime secondo la 
composizione chimica e le proprietà biofisiche e biochimiche citava nel 1998 la presenza di 
circa 200 prodotti farmaceutici disponibili nel mondo per la terapia dell’occhio secco 
[Murube J. et al., 1998]. 
La lista dei prodotti in commercio si aggiorna di continuo[ Murube J. et al., 1998]. 
 
1. Derivati della cellulosa: 
 
• Metilcellulosa: usata fin dal 1945 può essere utilizzato a varie concentrazioni dallo 
0,5 all’1%. E' atossica, inerte, con pH stabile. Ha un indice di rifrazione (a 
concentrazione 1%) simile al quello lacrimale. Per 10-20’ ha buon effetto 
lubrificante. Incrementa il BUT di un fattore pari a 1,4 (questo valore potrebbe 
aumentare se si portasse la concentrazione della metilcellulosa a 1,5%, ma si 
preferisce evitare per via degli effetti di intorpidimento della visione e di precipitati 
sulle ciglia). A concentrazioni elevate le soluzioni contenenti metilcellulosa 
rallentano i processi di cicatrizzazione delle lesioni corneali. Rispetto agli altri 
elementi umettanti, la metilcellulosa è la sostanza che più rimane in sede. 
               Da modifiche strutturali della metilcellulosa deriva  l’idrossimetilcellulosa. 
•  Idrossipropilcellulosa: derivato della metilcellulosa con migliori proprietà di  
superficie. Dà buona soluzione ai sintomi di secchezza oculare. Ha una tensione 
superficiale alta: 60 dyne/cm che aumenta il BUT ma riduce la  bagnabilità.  
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2. Alcool-polivilinico. Usato mediamente alla concentrazione che varia dall'1,4 al 3% (è 
atossico anche a concentrazioni del 10%), ha buona funzione viscosante ma soprattutto 
idratante, una buona tensione superficiale (46 dyne/cm) costituendo una buona soluzione a 
fini idratanti, possiede alcune proprietà simili a quelle dello strato mucinico come quella di 
ridurre la tensione lacrime/aria e la tensione lacrime/epitelio. Infine presenta una buona 
funzionalità in soluzioni a pH alcalino. 
3. Polietilenglicole. È un agente viscosante con una buona azione aderente sull’epitelio e sulla 
fase acquosa. Sostituisce molto bene lo strato mucoide.  
4. Condroitin solfato. È una sostanza viscoelastica. La sua viscosità è inferiore a quella della 
metilcellulosa. Ma è più affine alla struttura cellulare epiteliale. Nei trattamenti si sono 
ottenute risposte soggettive e oggettive migliori rispetto a quelle risultate dall’uso di colliri a 
base alcool polivinilico e metilcellulosa.  
5.  Acido Ialuronico. È una sostanza organica presente nei tessuti di tutti i vertebrati. 
E’un biopolimero naturale, ultrapuro, ottenuto attraverso un originale metodo di filtrazione 
molecolare. Chimicamente è definibile come un 
glicosaminoglicano dalla catena polisaccaridica non 
ramificata prodotta dall’aggregazione di migliaia di 
unità disaccaridiche formate a loro volta da residui di 
acido glucuronico (un derivato del glucosio) e N-
acetilglucosamina (Fig.10). 
Tutti i gruppi carbossilici dell’acido ialuronico e della N-acetilglucosamina sono 
completamente ionizzati conferendo alla molecola di acido ialuronico elevatà polarità, e di 
conseguenza una elevata solubilità in acqua. L’acido ialuronico è inoltre in grado di 
modificare la propria viscosità a seconda delle forze di frizionamento cui è sottoposto (come 
le lacrime naturali) [DeLuise VP, Peterson WS. 1984]. 
Fig 10: formula chimica Acido Ialuronico  
[http://www.smart-publications.com/images/HA.gif]
 47
Grazie a questa sua proprietà l’acido ialuronico è in grado di complessarsi con moltissime 
molecole di acqua raggiungendo un elevato grado di idratazione. 
 La pseudoplasticità, la viscoelasticità, la adesività allo strato mucoso del film lacrimale, la 
capacità di inglobare molecole di acqua da parte dell’acido ialuronico sale sodico stanno alla 
base dell’azione stabilizzante e/o ricostituente del film lacrimale esercitata dal collirio il cui 
principio attivo è rappresentato appunto da tale costituente. 
Sono state testate concentrazioni dallo 0,1% all’1%, ma sembra che i risultati terapeutici 
migliori si ottengano a basse percentuali. [DeLuise VP, Peterson WS. 1984]. 
6. TSP (tamarindus indica polisaccaride). Il TSP presenta proprietà mucomimetiche, 
mucoadesive e pseudoplastiche. È  un galattoxiloglucano estratto dai semi di Tamarindus  
indica.(Fig 11) 
È caratterizzato da un’ampia tolleranza al pH, 
elevata viscosità ed adesività; presenta in soluzione 
un comportamento reologico non-newtoniano che 
lo rende idoneo ad essere impiegato come 
mucomimetico  [M.Rolando,C.Valente et al., 2007]. 
Definibile come una glicoproteina transmenbrana la 
cui struttura molecolare nella cornea e nella congiuntiva è similare a quella della Mucina1 
(MUC1); lubrifica ed umidifica la superficie corneale risultando essenziale nella sua 
protezione da parte di agenti fisici ambientali (vento, esposizione prolungata ai raggi solari, 
fumo di sigaretta, aria secca), di stress visivo (intenso impegno della vista, videoterminali), di 
fattori meccanici (lenti a contatto),ed di interventi sull’occhio (chirurgia rifrattiva); forma 
sulla superficie oculare un film che persiste a lungo, grazie alla sua elevata pressione oncotica 
[M.Rolando,C.Valente et al., 2007]. 
 
 
Fig 11.Configurazione del TSP. 
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8. SCOPO DEL LAVORO 
 
Negli ultimi anni, a causa, soprattutto dell’inquinamento atmosferico e della conseguente 
insorgenza di nuove allergie, l’incidenza di sviluppare la Sindrome da occhio secco, è in 
vertiginoso aumento.Proprio per questo, è stata recentemente immessa in commercio, una 
nuova formulazione di lacrima artificiale denominata Xiloial. 
Lo Xiloial (Farmigea), è una soluzione di co-polimero ottenuto dal legame debole tra TSP e 
l’Acido Ialuronico (HA): indagini spettroscopiche NMR (Risonanza Magnetica Nucleare) 
dimostrano che l’interazione tra TSP e HA è di tipo cooperativa e coinvolge i gruppi acetile 
dell’HA e le unità interne di glucosio e galattosio del TSP. Il risultato è una nuova molecola 
con maggiori caratteristiche igroscopiche rispetto ai singoli polimeri. 
Studi preclinici e paralleli a quelli condotti nel nostro laboratorio hanno evidenziato che lo 
Xiloial risulta capace di operare una rapida e duratura stabilizzazione dell’interfaccia film-
epitelio, oltre a mostrare un’azione a livello della matrice, favorendo la crescita dei microvilli 
epiteliali. Le formulazioni di base dello Xiloial si sono mostrate ipotoniche e mucoadesive 
garantendo da un lato la riduzione dell’osmolarità e dall’altro una lunga permanenza sulla 
superficie pre-corneale e conseguentemente una ridotta posologia. 
Lo scopo del mio studio è stato appunto quello di dare una valutazione quantitativa e 
qualitativa di questa nuova formulazione di lacrime artificiali, denominata Xiloial, in un 
modello sperimentale di occhio secco e il suo ruolo nella riparazione delle lesioni associate 
alla sindrome dell’occhio secco.  
Sono stati valutati i seguenti parametri: 
 Valutazione quantitativa e qualitativa del film lacrimale 
 Valutazione della presenza di zone necrotiche e di aree ulcerate sulla superficie corneale 
 Valutazione dell’intera morfologia corneale 
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9. MATERIALI E METODI 
 
9.1 MODELLO SPERIMENTALE IN VIVO 
 
Animali da esperimento. La sperimentazione è stata eseguita dopo l’allestimento di tre 
gruppi sperimentali ciascuno contenente 6 ratti maschi Wistar (Harlan, Italy), adulti sani, con 
un peso di 250g ± 25g: 
 
1. Gruppo Controllo (C) [6] 
2. Gruppo Occhio secco (DY) [6] 
3. Gruppo Occhio secco trattato con Xiloial (DYT) [6] 
 
Gli animali del secondo e del terzo gruppo sono stati sottoposti a condizioni sperimentali in 
grado di indurre l’occhio secco mentre gli animali del primo gruppo non sono stati sottoposti 
ad alcun tipo di procedura sperimentale.  
Gli animali del terzo gruppo hanno ricevuto topicamente 2 gocce di Xiloial 6 volte al giorno 
per 4 giorni, mentre agli animali del secondo gruppo sono stati trattati con soluzione 
fisiologica con identica modalità di somministrazione. 
Sono stati poi utilizzati test quantitativi e test qualitativi per la valutazione del film lacrimale: 
prima dell’induzione dell’occhio secco, alla fine dei tre cicli e ai giorni 1,2,3 e 4 su entrambi 
gli occhi di tutti gli animali. 
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Espianto delle cornee. Al quinto giorno gli animali vengono anestetizzati con iniezione 
intraperitoneale di Cloralio Idrato (1.5ml/hg di soluzione 8,5g/100ml) (Carlo Erba). 
In seguito procediamo con l’asportazione di entrambi gli occhi, che vengono forati da parte a 
parte e immersi in una soluzione al 10% di formalina neutra tamponata per 48 h circa a 4°C . 
Tutti gli animali sono stati, quindi, sacrificati con una dose aggiuntiva di Cloralio Idrato. 
Il giorno seguente viene espiantata la cornea da entrambi gli occhi, in modo da ottenere solo 
tale tessuto per l’allestimento dei preparati istologici. 
 
9.2 PROCEDURA SPERIMENTALE PER L’INDUZIONE DELL’OCCHIO SECCO  
Gli animali vengono dapprima anestetizzati con una dose di Cloralio Idrato proporzionale al 
30% del loro peso corporeo.  
Dopodiché vengono disposti, singolarmente, su un supporto in modo da immobilizzare la 
testa dell’animale in direzione del flusso continuo e costante di aria emanata da un comune 
ventilatore.  
Per mantenere costante l’apertura oculare, impedendo così ammiccamenti passivi dovuti al 
flusso d’aria vengono applicati, ad entrambi gli occhi del ratto, degli occhialini metallici.
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9.2.1 Protocollo di induzione dell’occhio secco.  
Sono stati eseguiti tre cicli così composti: 
1. Iniezione intraperitoneale di Atropina 4 mg/Kg e somministrazione topica di Xiloial 
(Gruppo 3); 
2. Anestesia con Cloralio Idrato 8.5% ed esposizione ad un flusso continuo e costante di 
aria secca per 20 minuti; 
3. Stop del flusso d’aria per 10 minuti; 
4. Esposizione ad un flusso continuo e costante di aria secca per 20 minuti; 
5. Stop del flusso d’aria per 10 minuti; 
6. Esposizione ad un flusso continuo e costante di aria secca per 20 minuti; 
7. Stop del flusso d’aria per 10 minuti 
 
Agli animali del gruppo 3 viene poi applicata topicamente una goccia di Xiloial su entrambi 
gli occhi mentre gli animali del secondo gruppo vengono trattati con soluzione fisiologica con 
identica modalità di somministrazione. 
Tra la fine di un ciclo e quello successivo dobbiamo far passare un arco di tempo pari a 30 
minuti. 
 
 9.3 TEST DI VALUTAZIONE DEL FILM  LACRIMALE 
L’integrità del film lacrimale viene valutata grazie all’applicazione di test quantitativi e 
qualitativi su entrambi gli occhi del ratto. 
 
9.3.1 Test quantitativi. 
 I test quantitativi consentono di valutare la quantità di secrezione. Tra questi è stato utilizzato 
il test di Schirmer 1 che misura la secrezione totale (basale e riflessa). 
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9.3.1.1 Test di Schirmer. 
 
L’esecuzione è molto semplice: si introduce una strisciolina di carta bibula nel fornice 
congiuntivale verso il canto esterno. Dopo 2 minuti si misura la parte bagnata, escludendo la 
porzione ripiegata. 
Nella pratica quotidiana è possibile eseguire il test per un tempo di 1’ dopodiché viene 
moltiplicato per 2 il valore ottenuto, ed il valore - meno inficiato dalla lacrimazione riflessa – 
confrontato con i valori riportati da Schirmer. Una porzione bagnata inferiore ai 8 mm (5 
minuti) è considerata patologica. 
Il test di Schirmer 1 verrà effettuato prima dell’induzione dell’occhio secco, alla fine dei tre 
cicli sopra descritti e ai giorni 1,2,3 e 4 su entrambi gli occhi di tutti gli animali 
precedentemente anestetizzati 
 
9.3.2 Test Qualitativi. 
I test qualitativi valutano invece la funzionalità e stabilità del film lacrimale. Tra questi è stato 
utilizzati il Ferning Test (o Test della Felcizzazione). 
 
9.3.2.1 Ferning Test (o Test di Felcizzazione) 
La lacrima ha la curiosità di cristallizzarsi in forma di felci quando viene fatto asciugare su un 
vetrino a una temperatura ambiente per un tempo di 5-8 minuti. 
Il test di Ferning viene effettuato inserendo nel fornice inferiore, con l’uso di una micropipetta 
da 20µl, 5µl di soluzione fisilogica sterile. Successivamente il fluido congiuntivale viene 
aspirato sempre con l’uso della micropipetta, stavolta tarata a 10µl, e posto sul vetrino per 
l’osservazione microscopica a 40 ingrandimenti. 
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Per la valutazione si utilizza la  CLASSIFICAZIONE DI ROLANDO: 
1° Grado: Ferning distribuito uniformemente sull’intera goccia. 
2° Grado: Cristallizzazione con piccole lacune. 
3° Grado: Ferning con grosse lacune. 
4° Grado: Goccia essiccata con grandi granuli ma senza Ferning. 
Il test di Ferning viene effettuato alla fine dei tre cicli sopra descritti e ai giorni 2,3,4 and 5 su 
entrambi gli occhi degli animali precedentemente anestetizzati. 
 
9.4 TEST DI VALUTAZIONE CORNEALE. 
Per la valutazione dell’integrità corneale sono state utilizzate la marcatura con Fluoresceina e 
la marcatura con Lissamine Green. 
La marcatura a Fluoresceina evidenzia la presenza di aree ulcerate, mentre la marcatura con 
Lissamine Green di zone necrotiche sulla superficie corneale. 
L’esame corneale viene effettuato al giorno 1, 2,3 e 4 su entrambi gli occhi degli animali. 
 
9.4.1. Marcatura con Fluoresceina 
La colorazione con Fluoresceina mediante striscioline di carta da filtro impregnate  del 
colorante ad una estremità, rende più evidenti abrasioni o ulcere della cornea. La strisciolina 
viene inumidita con una goccia di soluzione fisiologica sterile e viene appoggiata sull’occhio 
dell’animale per qualche secondo. Si opera poi l’ammiccamento passivo dell’occhio al fine di 
distribuire il colorante nel film lacrimale. Successivamente l’occhio viene esaminato con 
l’ausilio di una pila elettrica e di filtri luminosi appropriati (filtro blu). 
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Per la valutazione dell’entità della lesione l’occhio è stato suddiviso in quattro quadranti 
ideali; se a lesione ha un’estensione pari all’area di un quadrante viene assegnato il punteggio 
1, se di due quadranti il punteggio di 2 e così via; per porzioni di quadrante il punteggio è 
espresso in percentuale. 
La marcatura con Fluoresceina  viene effettuata  al giorno 1,2,3 e 4 su entrambi gli occhi 
dell’animale precedentemente anestetizzato. 
 
9.4.2. Marcatura con Lissamine Green.  
 Lissamine Green è un colorante organico acido, prodotto sinteticamente e le sue proprietà 
coloranti in soluzione 1% sono uguali a quelle del Rosa Bengala. Ha però rispetto a questo un 
migliore contrasto di colore con i vasi e le emorragie ed è indolore. 
Come nella marcatura con Fluoresceina  la strisciolina impregnata di colorante ad una 
estremità viene inumidita con una goccia di soluzione fisiologica sterile e appoggiata sulla 
superficie oculare fino alla completa distribuzione. Attendiamo pochi istanti e valutiamo 
l’entità del danno con l’uso di una pila elettrica (stavolta senza l’uso di filtri appropriati). 
Per la valutazione finale viene utilizzata la medesima metodica della colorazione con 
Fluoresceina. 
La colorazione con Lissamine Green viene effettuata al giorno 1,2,3 e 4 su entrambi gli occhi 
dell’animale precedentemente anestetizzato. 
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9.5 TECNICHE ISTOLOGICHE.  
Per l’analisi istologica delle cornee sono state fissate, incluse e sezionate seguendo le 
procedure standard.  
 
Fissazione. La fissazione è un trattamento atto a preservare il tessuto da fenomeni 
degenerativi e a fissarne la struttura originaria. 
Entrambi gli occhi vengono forati da parte a parte e immersi in una soluzione di fissaggio al 
10% di formalina neutra tamponata per 48 h circa a 4°C. 
 
Disidratazione. La disidratazione può essere effettuata con un qualsiasi agente chimico 
anidro, capace di sostituire l’acqua presente nei tessuti, in grado di non provocare eccessiva 
coartazione dei campioni e con la proprietà di essere solubile e miscibile con i solventi 
intermedi che devono essere applicati prima dell’infiltrazione in paraffina. Le cornee vengono 
quindi immerse in soluzioni a diversa percentuale di etanolo in modo da ottenere la totale 
evaporazione della componente acquosa: 
• Mettere in Alcool a 95° per 12-16 h 
• Alcool assoluto: 2 cambi (8-12 e 12-16) 
• Xilolo (12-16 h) 
• Xilolo + Paraffina (1h) 
• Paraffina liquida per 2-3 h 
• Permanenza in Paraffina in stufa a vuoto per 2-3 h 
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Normalmente, vengono fatti diversi cambi di pochi minuti con la stessa soluzione di etanolo. 
Un’eccessiva esposizione all’etanolo, infatti, potrebbe provocare un notevole indurimento del 
campione, che influenzerebbe la successiva fase di sezionamento. Inoltre, è consigliabile 
mantenere i contenitori in agitatori rotanti, in modo da rendere omogenea la disidratazione. 
 
Inclusione. Si versa della paraffina liquida in apposite vaschette e vi si immergono i pezzi 
mentre la paraffina è ancora calda; la cornea deve essere adagiata sul fondo della vaschetta 
per facilitarne il taglio quando la paraffina si è solidificata. Una volta solida, si toglie il 
blocchetto di paraffina dalla vaschetta e si elimina la paraffina in eccesso. 
 
Sezioni di cornee. Prima di procedere alla fase di sezionamento si devono porre i blocchetti a 
4°C in modo che la paraffina risulti compatta e ben aderente al tessuto ottenendo così sezioni 
perfette del tessuto.  
I blocchetti vengono tagliati utilizzando un microtomo, in modo da ottenere sezioni trasversali 
dello spessore di 3 µm; si fissa, quindi,  il blocchetto sul supporto del microtomo e si tagliano 
le sezioni che vengono messe su vetrini portaoggetti pretrattati: Thermo Scientific (Superfrost 
Plus) adatti ai passaggi dell’immunoistochimica; Menzel-Glaser per le colorazioni 
istologiche.  
Prima di procedere con i protocolli successivi, le sezioni vengono fatte asciugare  per almeno 
24 h a 37°C, in modo da consentire una migliore aderenza al vetrino. 
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9.5.1 Colorazione in Ematossilina – Eosina. 
Una volta fissato il tessuto in formalina ed incluso in paraffina sono stati allestiti preparati 
istologici utilizzando la colorazione ematossilina-eosina per valutare l’aspetto morfologico 
della lesione nel processo di riparazione tissutale. Questo tipo di colorazione utilizza due 
coloranti specifici l’uno per il compartimento nucleare (Ematossilina, colorante basico che 
colora i nuclei in violetto) e l’altro per il compartimento citoplasmatico (Eosina, colorante 
basico che colora il citoplasma in rosa). E’ dunque possibile ottenere dei preparati istologici 
che permettono di valutare la morfologia del tessuto in condizioni sia fisiologiche che 
patologiche. 
I vetrini che contengono le sezioni di cornea vengono colorati attraverso una serie di passaggi: 
1. Xilolo (20 min) 
2. Alcool Assoluto  (5 min) 
3. Alcool 95° (5 min) 
(I passaggi in alcool servono per disidratare le fette) 
4. H2O ( lavare ) 
5. Ematossilina (Meyer) (15 min) 
6. H2O ( lavare ) 
7. Acqua FONTIS (20 min) 
8. H2O ( lavare ) 
9. Eosina Orange ( passaggio rapido 40 sec.) 
10. H2O ( lavare ) 
11. Alcool 95° ( passare ) 
12. Alcool Assoluto  ( passare ) 
13. Xilolo 
- Chiusura con Entellan ( collante per fissare il vetrino coprioggetto ) 
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9.5.2  Immunoistochimica  (IC) 
Le metodiche di IC sono finalizzate all’identificazione dei differenti antigeni presenti nelle 
cellule e nei tessuti. Si possono rilevare le caratteristiche antigeniche di preparati cellulari o 
tessutali, opportunamente fissati, attraverso il legame con un anticorpo marcato con una 
sostanza riconoscibile all’osservazione in microscopia ottica e specificamente rivolto verso un 
determinante antigenico. 
La marcatura dell’anticorpo di solito avviene mediante coniugazione con enzimi (perossidasi, 
fosfatasi alcalina) o con fluorocromi (isotiocianato di fluoresceina, rodamina). 
In questo studio è stata rilevata la reazione immunologica fra antigene e anticorpo seguendo 
una metodica di tipo indiretto (Zymed Histomouse-SP Kit, California - USA), che si basa 
sull’impiego successivo di due anticorpi ottenuti da specie animali diverse fra loro: un 
anticorpo primario specifico (Epitomics, California, USA) per l’antigene da noi ricercato, ed 
un anticorpo secondario biotinilato, diretto contro l’anticorpo primario. E’ stato utilizzato 
come sistema rivelatore la streptavidina coniugata con perossidasi e come substrato 
cromogeno il 3-amino-9-etilcarbazolo (AEC). 
Nel mio studio, l’anticorpo primario è l’anti-EGFR  uno dei primi anticorpi monoclinali 
formulati, mentre l’anticorpo secondario o marcato è un anti-rabbit. 
Prima di procedere con la metodica di IC, sono necessarie una serie di procedure preliminari 
di preparazione del campione. Le sezioni di cornea sono state sparaffinate mediante passaggi 
in una serie decrescente di alcoli: 
1. Xilolo per 20 minuti , 
2. Alcool Assoluto per 5 minuti, 
3.  Alcool 95°, 2 passaggi per 5 minuti ciascuno, 
4.  Alcool 90° per 5 minuti, alcool 85° per 5 minuti. 
Le sezioni vengono quindi  reidratate con PBS (Phosphate Buffered Saline). 
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Successivamente alla sparaffinatura, le sezioni corneali sono state immerse in una soluzione 
di perossido di idrogeno al 3% in metanolo per 10 minuti, al fine di bloccare l’attività della 
perossidasi endogena; le sezioni hanno subito 3 lavaggi di 2 min ciascuno con PBS. 
La fase seguente consiste nel recupero dell’antigene tramite una metodica enzimatica  che 
prevede l’utilizzo della tripsina; questa fase permette di ottenere l’antigene cellulare il più 
libero possibile dai residui di paraffina, così da facilitare il legame dell’anticorpo primario 
specifico. Le sezioni vengono messe in una soluzione di tripsina e incubate per 1h a 37°C 
(oppure over night a 4°C). 
A questo punto è stato evidenziato l’antigene in esame mediante i passaggi della metodica di 
IC di tipo indiretto. 
Per eliminare il background aspecifico, le sezioni sono state incubate con soluzioni di 
bloccaggio per 30 minuti; dopodiché sono state lavate in acqua distillata e ,con 3 lavaggi di 2 
minuti ciascuno, in PBS. 
Segue l’incubazione con l’anticorpo primario che viene fatta in camera umida per 1 ora  con 
100 µl di anticorpo (diluito 1:40) per ogni sezione. 
All’incubazione seguono 3 lavaggi da 2 min ciascuno in PBS. 
Si aggiungono ad ogni sezione 100 µl di un anticorpo secondario biotinilato, diretto contro il 
primario e vengono incubati per 10 minuti a temperatura ambiente e poi lavate in PBS per 3 
volte 2 minuti ciascuna. 
Ad ogni sezione vengono aggiunti 100 µl di enzima coniugato che agisce da sistema 
rivelatore, in questo caso rappresentato da streptavidina coniugata con perossidasi, per 10 
minuti a temperatura ambiente e poi lavati con PBS (3x2 minuti). 
A questo punto vengono aggiunti ad ogni sezione 100 ml di substrato cromogeno, costituito 
da AEC e sono incubati per 10 minuti a temperatura ambiente. 
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Durante tale incubazione, la perossidasi catalizza il substrato perossido di idrogeno, il quale 
viene ridotto ad acqua liberando ossigeno molecolare. Quest’ultimo provoca l’ossidazione del 
cromogeno AEC, trasformandolo in un prodotto di ossidazione rosso che precipita sul sito di 
reazione, mostrando così la localizzazione dell’antigene. 
Dopo tale incubazione, le sezioni sono lavate in acqua distillata e poi contro-colorate 
aggiungendo ad ognuna 100 ml di ematossilina per 2-3 minuti. Le sezioni vengono lavate 
prima in acqua corrente, poi in PBS finché le sezioni non virano il loro colore al blu (circa 30 
secondi) ed infine in acqua distillata. 
Al termine di queste operazioni i vetrini sono stati chiusi con vetrini coprioggetto, 
aggiungendo una goccia di GVA-Mount (Zymed, California – USA). 
Le sezioni così preparate vengono osservate al microscopio ottico. 
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9.6 Soluzioni utilizzate 
 
 PBS (Phosphate buffered saline) 1x: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
80g (conc. finale 1,37M) 
2g (conc. finale 27mM) 
11,5g (conc. finale 81mM) 
2,59g (conc. finale 19mM) 
• NaCl  
• KCl  
• Na2HPO4.7H2O 
• KH2PO4 
• portare ad un litro con H2O distillata e controllare il pH (7.4) (PBS 10x)  
• usato diluito 10 volte in acqua 
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10. I RISULTATI 
 
I risultati ottenuti nei nostri esperimenti vengono esposti nel seguente ordine: 
 
• Grafico relativo al test quantitativo di Schirmer  
• Immagini relative al test qualitativo di Ferning 
• Grafici relativi ai test corneali Lissamine Green e Fluoresceina 
• Immagini relative alla colorazione con Ematossilina-Eosina dell’intero tessuto 
corneale 
• Immagini relative alla colorazione con la tecnica dell’Immunoistochimica 
dell’intero tessuto corneale. 
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10.1 TEST QUANTITATIVI: Test di Schirmer 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il test di Schirmer è un test di valutazione quantitativa. Nel grafico, sono riportati i dati 
risultanti dal test di Schirmer prima dell’induzione dell’occhio secco, al termine dei tre cicli 
sperimentali e ai giorni 1,2,3 e 4. 
g.0 g,0 fine ciclog.1 g,2 g,3 g,4
Occhio secco (DY) 13,63 8,19 7,26 10,19 16,27 15,33 Media
Occhio secco trattato con Xiloial (DYT) 11,93 7,93 11,37 15,43 17,82 17,25
Occhio secco (DY) 5,38 3,88 3,92 4,98 4,52 5,39 Dev.st
Occhio secco trattato con Xiloial (DYT) 3,77 3,32 4,62 5,23 6,88 5,65
Occhio secco (DY) 1,39 1,00 1,01 1,57 1,60 2,20 Err.st
Occhio secco trattato con Xiloial (DYT) 1,26 0,86 1,28 1,74 2,81 2,31
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La valutazione della secrezione lacrimale al gg0 alla fine dei tre cicli, permette di osservare 
una diminuzione significativa dei volumi lacrimali in entrambi i gruppi, rispetto ai livelli 
basali registrati al gg0 prima dell’induzione sperimentale dell’occhio secco. 
Tale riduzione resta statisticamente significativa al gg1 nel gruppo occhio secco, mentre per il 
gruppo occhio secco trattato con lo Xiloial, non si ha alcun test, per cui si può eventualmente 
osservare trend di recupero della secrezione lacrimale. 
Al gg2 osserviamo, che il gruppo occhio secco non presenta variazioni significative rispetto ai 
valori basali, diversamente nel gruppo occhio secco trattato con lo Xiloial, in cui c’è un 
aumento significativo della secrezione lacrimale, rispetto sia ai valori registrati nel medesimo 
gruppo al gg0 alla fine dei tre cicli; inoltre l’aumento osservato è significativo anche rispetto 
ai valori osservati nel gruppo occhio secco al gg0 alla fine dei tre cicli, al gg1 e allo stesso 
gg2  
Ai gg3 e 4 si osserva nel gruppo occhio secco trattato con lo Xiloial un aumento significativo 
della secrezione lacrimale rispetto sia ai valori registrati nel medesimo gruppo al gg0 alla fine 
dei tre cicli, che rispetto ai valori osservati nel gruppo occhio secco al gg0 alla fine dei tre 
cicli e al gg1. 
Anche nel gruppo occhio secco ai gg3 e 4 si può osservare un aumento significativo della 
secrezione lacrimale ai valori osservati nel gruppo occhio secco al gg0 alla fine dei tre cicli e 
al gg1. 
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10.2 TEST QUALITATIVI: Ferning test (test della felcificazione) 
 
Le lacrime, hanno la curiosa caratteristica di essiccare a temperatura ambiente a forma di 
felci. 
 
Nel gruppo controllo (Fig.A), la cristallizzazione a felci è distribuita uniformemente 
sull’intera sezione osservata, per cui facendo riferimento alla classificazione di Rolando, 
viene attribuito un valore di 1° grado.  
 (Fig A.) 
 
Nel gruppo patologico (Fig.B), non trattato con lo Xiloial, si osserva come la goccia sia 
essiccata con grandi granuli ma senza cristallizzazione. In questo caso secondo la 
classificazione di Rolando, gli può essere attribuito un valore di 3° grado.  
 (Fig B.) 
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Infine, nel gruppo trattato con lo Xiloial (Fig.C), è possibile osservare un parziale recupero 
della cristallizzazione della lacrima, con la presenza di piccole lacune, ad indicare un 
precedente danno. Facendo riferimento alla classificazione di Rolando, gli può essere 
attribuito un valore di 2° grado. 
 (Fig.C) 
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10.3 TEST CORNEALI: Lissamine Green  
 
 
 
 
 
 
 
      
        
  
La valutazione del danno cellulare espresso come estensione di tessuto necrotico, evidenzia 
come dopo 24h dalla fine dei tre cicli sopra descritti (gg1) sia presente in entrambi i gruppi 
occhio secco (DY) e occhio secco trattato con lo Xiloial (DYT) un’estesa lesione indice di un 
avvenuto insulto fisico. 
Al gg2 si osserva una riduzione dell’estensione della lesione in entrambi i gruppi, anche se 
solo nel gruppo occhio secco trattato con lo Xiloial la riduzione è significativa rispetto al gg1. 
Al gg3 la riduzione della zona necrotica risulta significativa anche per il gruppo occhio secco. 
La riduzione della lesione osservata al gg3 nel gruppo trattato con lo Xiloial è significativa 
non solo verso il gg1, ma anche rispetto al gruppo occhio secco al gg2.   
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
g1 g2 g3
giorni
u
.
a
.
Controllo
Xiloial
* P<0,05 vs C1 e X1
# P<0,05 vs C2
* *
*
#
Occhio secco (DY)
Occhio secco trattato con Xiloial (DYT)
Occhio secco (DY)
Occhio secco trattato con Xiloial (DYT)
u
.
a
.
u
.
a
.
g1 g2 g3
Occhio Secco 0,8589 0,4848 0,2429 Media
Occhio secco trattato con Xiloial (DYT) 0,9133 0,2581 0,1387
Occhio Secco 0,7281 0,4024 0,3028 Dev.St.
Occhio secco trattato con Xiloial (DYT) 0,928 0,2342 0,1679
Occhio Secco 0,167 0,0923 0,0695 Err.St.
Occhio secco trattato con Xiloial (DYT) 0,2129 0,0537 0,0385
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Fluoresceina 
 
La valutazione del danno cellulare espresso come estensione di tessuto ulcerato, evidenzia 
come dopo 24h dalla fine dei tre cicli sopra descritti (gg1) sia presente in entrambi i gruppi 
occhio secco (DY) e occhio secco trattato con lo Xiloial (DYT) un’estesa lesione indice di un 
avvenuto insulto fisico. 
Al gg2 si osserva una riduzione dell’estensione della lesione in entrambi i gruppi, anche se 
solo nel gruppo occhio secco trattato con lo Xiloial la riduzione è significativa rispetto al gg1. 
Al gg3 la riduzione dell’area ulcerata risulta significativa anche per il gruppo occhio secco. 
La riduzione della lesione osservata al gg3 nel gruppo trattato con lo Xiloial è significativa 
non solo verso il gg1, ma anche rispetto al gruppo occhio secco al gg2.   
 
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
1,4
1,6
1,8
2
g1 g2 g3
giorni
u
.
a
.
C ontrollo
Xiloial
* P<0,05 vs C1 e X1
# P<0,05 vs C2
*
*
#
*
Occhio secc  (DY)
Occhio secco trattato con Xiloial (DYT)
u
.
a
.
u
.
a
.
g1 g2 g3
Occhio secco (DY) 1,56 0,99 0,39 Media
Occhio secco trattato con Xiloial (DYT) 1,36 0,43 0,09
Occhio secco (DY) 0,73 0,84 0,41 Dev.St.
Occhio secco trattato con Xiloial (DYT) 1,16 0,55 0,17
Occhio secco (DY) 0,17 0,19 0,09 Err.St.
Occhio secco trattato con Xiloial (DYT) 0,27 0,13 0,04
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10.4 TECNICHE ISTOLOGICHE: Ematossilina-Eosina 
 
L’utilizzo della colorazione istologica Ematossilina-Eosina permette di fare una valutazione 
morfologica globale del tessuto corneale ed evidenziarne i principali strati: l’epitelio 
pluristratificato esterno non cheratinizzato, in cui sono distinguibili il nucleo e il citoplasma, il 
connettivo irregolare denso in cui sono presenti fibre collagene, fibre elastiche e 
proteoglicani, e l’epitelio monostratificato interno costituito da cellule appiattite (Fig A). 
 
 
 
 
  
(Fig A) 
 
L’analisi isto-patologica del tessuto dopo 2 giorni dall’induzione sperimentale di occhio 
secco, nel gruppo non trattato presenta una perdita totale della morfologia corneale; la matrice 
risulta lassa, i tre strati corneali non sono conservati, e c’è la presenza di un imponente 
infiltrato e di cellularità anomale (Fig B).  
 
 
 
 
 
(Fig B) 
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L’analisi isto-patologica del tessuto al quarto giorno dall’induzione sperimentale di occhio 
secco nel gruppo non trattato presenta un recupero della morfologia corneale; la matrice 
risulta più compatta e i tre strati sono nuovamente distinguibili; si nota la presenza di cellule 
proliferanti indice di un danno passato e dell’attivazione della risposta fibroproliferativa del 
tessuto (Fig C).  
 
 
 
 
 
(Fig C) 
 
L’analisi isto-patologica del tessuto al quarto giorno, dopo somministrazione topica di Xiloial 
presenta un recupero della normale morfologia corneale; sono ancora presenti cellule 
proliferanti, indice di un danno avvenuto e ormai superato; può notare un ispessimento 
dell’epitelio pluristratificato esterno ( Fig D). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (Fig D) 
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10.5 TECNICA IMMUNOISTOCHIMICA 
 
L’EGFR è presente solo quando viene attivata una risposta di riparazione ad uno specifico 
danno; per questo non è evidenziabile in un tessuto corneale integro che non ha subito alcun 
danno fisico per l’induzione sperimentale dell’occhio secco (Fig A). 
 
 
   (Fig A) 
 
 
L’ EGFR è invece espresso quando c’è una risposta fibroproliferativa da parte della cornea 
verso un danno avvenuto; questo è soprattutto presente a livello limbare dove è sede di una 
intensa attività proliferante per la presenza della cellule staminali. La localizzazione 
dell’EGFR risulta essere intracellulare; questo potrebbe significare che il recettore è quindi 
attivo al quarto giorno nel gruppo non trattato, probabilmente dovuto al persistere di segnali 
extracellulari legati all’evento lesivo. 
 75
 
Come possiamo vedere il sito di reazione antigene/anticorpo è visibile grazie al precipitato 
rosso-marrone operato dal cromogeno utilizzato: AEC (Fig B). 
 
 
     ( Fig B)               
 
 
       Localizzazione intracellulare 
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Nel gruppo trattato con lo Xiloial al quarto giorno dopo l’induzione sperimentale di occhio 
secco l’EGFR è sempre espresso ma risulta limitato solo a livello basale e la sua 
localizzazione risulta ora pericellulare.(Fig C); ciò potrebbe essere spiegato con una fase 
riparativa avanzata rispetto al gruppo patologico. 
   
  (Fig C) 
 
  Localizzazione pericellulare 
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  Parte V: DISCUSSIONE E 
CONCLUSIONI 
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11. DISCUSSIONE DEI RISULTATI  
 
Questo lavoro ha cercato di valutare sia dal punto di vista quantitativo che qualitativo una 
nuova formulazione di lacrima artificiale denominata: Xiloial in un modello sperimentale di 
occhio secco e il suo ruolo nella riparazione delle lesioni associate allo sviluppo della 
sindrome dell’occhio secco. 
Avendo utilizzato un insulto acuto, anche negli animali non trattati, si osserva una guarigione 
delle lesioni prodotte, tuttavia è possibile evidenziare differenze temporali, qualitative e 
quantitative nel processo riparativo. 
 
 Il primo parametro che abbiamo preso in considerazione è la quantità e la qualità della 
secrezione lacrimale che può essere studiata attraverso il Test di Schirmer 1 e il Ferning test 
rispettivamente. Come è stato possibile osservare, entrambi i gruppi alla fine del modello 
sperimentale presentano una secrezione lacrimale fisiologica, anche se con tempi di recupero 
diversi: mentre nel gruppo non trattato otteniamo aumenti significativi solo a partire dal terzo 
giorno dopo l’induzione sperimentale dell’occhio secco, nel gruppo trattato con lo Xiloial 
otteniamo un aumento significativo della secrezione lacrimale già a partire dal secondo giorno 
dall’induzione sperimentale di occhio secco. 
Per quanto riguarda il Ferning test, che consente di valutare la stabilità e la funzionalità del 
film lacrimale è stato possibile osservare che nel gruppo trattato con lo Xiloial il ripristino 
della cristallizzazione tipica della lacrima in condizioni fisiologiche, avviene in un tempo 
minore rispetto al gruppo non trattato. 
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Il secondo parametro che abbiamo preso in considerazione è stata l’integrità corneale 
utilizzando test colorimetrici che consentono di rilevare la presenza di zone necrotiche 
(Lissamine Green) ed aree ulcerate sulla superficie oculare.(Fluoresceina). 
Dopo 24h dall’insulto fisico entrambi i gruppi presentano una estesa lesione negli occhi, di 
dimensioni paragonabili ad un quadrante dello schema utilizzato per attribuire la positività ai 
due test corneali, che tende a ridursi nei giorni successivi; alla fine del modello sperimentale 
entrambi i gruppi hanno risolto il danno ma mentre il gruppo non trattato ottiene una 
riduzione significativa solo a partire dal terzo giorno gli animali del gruppo trattato con lo 
Xiloial presentano una riduzione significativa già a partire dal secondo giorno; per cui anche 
per questi parametri può essere sottolineata una riduzione del tempo di recupero. Tale dato è 
ulteriormente avvalorato dalla significatività riscontrata tra il gruppo trattato con lo Xiloial al 
terzo giorno, rispetto al gruppo non trattato al secondo giorno. 
 
Infine l’analisi morfologica dell’intero tessuto corneale, utilizzavando la classica colorazione 
Ematossilina-Eosina e la tecnica  immunoistochimica per l’EGFR, hanno dimostrato come il 
ripristino della normale morfologia corneale avvenga in minor tempo nel gruppo trattato con 
lo Xiloial rispetto a quello non trattato, ed il tessuto si presenti qualitativamente migliore dopo 
il trattamento. Inoltre è stata osservata una diversa distribuzione di EGFR a livello della 
cornea centrale, attribuibile a fasi temporali diverse nella progressione della riparazione 
dell’ulcerazione. 
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12. CONCLUSIONI 
 
In relazione alle valutazioni fatte è possibile concludere: 
 
 L’utilizzo della nuova formulazione di lacrime artificiali denominata Xiloial 
risulta efficace nel trattamento della sindrome dell’occhio secco riducendo i 
tempi del ripristino della stabilità, funzionalità e della capacità di secrezione del 
film lacrimale nei soggetti affetti. 
 
 Lo Xiloial risulta efficace nel ridurre i tempi di recupero di un danno corneale 
associato allo sviluppo della sindrome dell’occhio secco. 
 
Quindi è possibile affermare che lo Xiloial è un ottimo sostituto delle lacrime naturali nella 
terapia della sindrome dell’occhio secco.  
E’ inoltre possibile ipotizzare, che il meccanismo d’azione di questa nuova molecola, sia 
diverso da quello di TSP e l’HA, per cui ulteriori analisi dovranno essere fatte in futuro a tale 
scopo. 
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